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Bu calismada, Canakkale ilindeki merkez, Ezine ve Biga mezbahalarindan
Nisan-Temmuz 2002 aylan arasinda koliform, E.coli analizi i¢in karkas (but, karin ve
gogiis bolgelerinden), deri ve g¢evresel 6mekler (is¢i elleri, elbiseleri, kullamlan bigak,
balta, su), E.coli O157:H7 varh@mn aragtirilmasi igin bunlara ilaveten rektumdan

alinan 6rnekler incelenmistir.

E.coli O157:H7 analizi i¢in incelenen toplam 299 o6mekten E.coli O157:H7
izole edilemezken, sifirlardan ve koyunlardan alnan toplam 198 karkas ve den
orneklerinin 97 sinde (%48.98) koliform grubu mikroorganizma, 83’tnde (%41.91)
E.coli tespit edilmistir. Sigir karkaslarindan aliman 6meklerdeki £.coli sayilarmin 5 (%
2.52) ornekte tolere edilebilir simri astign goriilmustir. Aynca is¢i elleri, elbiseler,
bigaklar, baltalar ve sulardan olusan toplam 49 gevresel 6megin 23 inden (%46.93)

koliform grubu mikroorganizma, 14’ iinden (%28.57) ise E.coli 1zole edilmigtir.

Arastirma sonunda, Canakkale ilindeki mezbahalarda yapilan kesimlerde
hijyen yoniiyle yetersizlik oldugu tespit edilmis, kesim oncesinde, kesim sirasinda ve
sonrasinda deriden karkasa mikrobiyal kontaminasyonun onlenmesini, calisanlarm,
kullamlan alet ve ekipmanlarin hijyen diizeylerinin arttinlmasim saglayacak tedbirlerin
alnmasinda iyi  Gretim uygulamalan (GMP) ve HACCP prensiplerinin

benimsenmesinin gerekliligi distnilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Mezbaha, hijyen, E.coli 0157:H7, E.coli, koliform.



ABSTRACT

The present study was carried out in three different abattoirs; Merkez, Ezine
and Biga, between April 2002-July 2002 in Ganakkale. In this study, presence of E.coli
in carcasses (rump, flank, brisket areas) in hides and in the working environment of the
abattoirs ( hands, clothes, knives, hatchets, waters) was investigated. In addition, the

presence of E.coli O157:H7 in samples obtained from rectum was determined.

E.coli 0157:H7 was not found in 299 samples collected for this study.
However, coliform group of microorganisms in 97 (%48.98), and E.coli in 83 (%41.91)
carcas and hide samples were isolated from total of 198 samples. E.coli counts of cattle
carcass samples in 5 samples were determined to exceed the tolerable limit. Moreover,
coliform group of microorganisms in 23 (%46.93) samples and E.coli in 14 (%28.57)
samples were isolated from total of 49 samples obtained from working environment
specifically from hands, cloths, knives, hatchets of workers and from water used in the

working area.

In conclusion, it was determined that slaughtering process carried out in
abattoirs investigated during the course of this study in Canakkale do not meet the
hygenic requirements. Proper surveillance and preventive measurements, such as Good
Manifacturing Practice (GMP) and HACCP, should be undertaken to control
contamination form hide to carcas and to obtain hygienic requirements of workers and

equipments before, during and at the end of slaughtering.

Key Words: Abattoir, hygiene, £.coli 0157:H7, E.coli, coliform
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1.GIRIS

Et, yiksek biyolojik degeri, doyuruculugu ve igerdigi aroma maddeleri
agisindan insan beslenmesinde 6n siralarda yer alan bir besin maddesidir (Inal, 1995).
Insan metabolizmas: i¢in gerekli olan esansivel aminoasitlerin (fenilalanin, izoloysin,
16ysin, lizin, metiyonin, treonin, triptofan, valin, arjinin, histidin) timini yapisinda
bulundurmasinin yaminda, lipidleri, mineral maddeleri (Fe, Zn, Ca, Na, vb.) ve
vitaminleri (Vit. A, ve Vit. B kompleksi) de 6nemli oranlarda icermektedir (Ugur ve
ark, 1998).

Beslenme agisindan ¢ok degerli olan bu gida maddesi ve urtnleri, saglikh
hayvanlardan elde edildikleri ve uygun kosullarda islendikleri taktirde mikrobiyolojik
olarak giivenilir niteliktedir. Yetistirme, kesim ve isleme sirasinda gerékli Onlemlerin
alinmadig durumlarda mikroorganizmalar trinlerde kalite kayiplarma ve tiketicilerde

onemli saglik sorunlarina yol agmaktadir (Anar, 2000).

Et ortalama olarak, %75 su, %19 protein, %2.5 ya3, %0.2 karbonhidrat
igeriginin yaninda vitamin ve mineral madde igermesi yuzinden mikroorganizmalarn
tiremesi icin iyi bir besi ortamn durumundadir. Etin bu organik yapisinin yaninda su
aktivitesi degerinin de (ay) 0.985-0.995 arasinda olmasi mikroorganizmalarn iremesi

agisindan ideal bir durumdur. (Ugur ve ark, 1997).

Mikroorganizmalarm ete kontaminasyonu, kasaplik hayvan canh iken veya
hayvanin kesimi sirasinda veya sonrasinda gerceklesmektedir. Et yuzeyinde normalde
bulunan baslangic mikroorganizma yikinin, kesim sirasinda teknoloji ve hijyen
kurallarina uyularak minimum diizeyde tutulmasi gerekmektedir. Aksi halde bu
mikroorganizmalar, ¢ok g¢abuk iireyerek et kalitesinin diigmesine ve bozulmaya neden
olmaktadir (Ugur ve ark, 1997).

Mezbaha ve et isletmelerinde kesim, calisanlar ve kullamlan alet ve
ckipmanlarin  hijven kalitesinin belirlenmesinde fekal kirliligin gostergesi olarak

koliform grubu mikroorganizmalarin ve 6zellikle E.coli’nin varhg aragtinimaktadir.



Son yillarda diinya ¢apinda ciddi salginlar olusturan ve 6lime kadar varabilen
rahatsizhiklara yol agan Enterohemorrajik £.coli (E.coli O157: H7) nin baglica rezervuan
olarak sigrlar - gosterilmektedir. Etken, sigirlarda herﬁangi bir hastalik belirtisi
géstermediginden etkeni tasityan sifirlar tespit edilememekte ve bu da sifir kaynakh
" rimlerin tretim ve tiketimi sirasinda insanlar icin risk olugturmaktadir. Etken sagim
sirasinda siite, kesim sirasinda ise diskidan karkasa bulagarak sigir kaynakhi hayvansal
urtinleri kontamine edebifrnektedir.

Bu c¢alisma, Canakkale ilindeki mezbahalarda karkasi kontamine etme riski
tastyan ¢esitli noktalardan alman numunelerde mezbaha hijyeninin gdstergest olarak
koliform ve E.coli sayisinin belirlenmesinin yaminda, sigir kaynakh trinlerin
tiketimiyle insanlar igin risk olusturan E.coli O157:H7’nin aranmasim kapsamaktadir.
Tirkiye’de mezbaha hijyenine yonelik cesitli calismalarm bulunmasma kargilik
mezbahalarda E.coli O157:H7 varhgmmn arastiriimasina yonelik galismalarin suurh
olusu dikkate almmustir. Canakkale ilindeki mezbahalarda daha once bu gesit bir
calismanm yapilmayis1 da goz 6niinde tutularak bu aragtirmamn et ve et Uriinlerinin
givenli {retim ve tiketiminin saglanmasma yonelik gerekli hijyen tedbirlerinin
alinmasina i1k tutaqagx distinilmiistr,



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Koliform, E.coli ve E.coli 0157:H7’nin Tamm ve Ozellikleri

Koliformlar, fekal koliformalar, Escherichia coli, Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus gibi
mikroorganizmalar besin maddelerinde hijyen hatalanini ve saghk acisindan riskleri
gosteren  “indikatér ~ mikroorganizmalar”  olarak  adlandinlmaktadir.  Bu
mikroorganizmalar, fekal kontaminasyonu, gidalardaki patojen ve bozulmaya neden
olan mikroorganizmalarin varhfmi, isleme, iiretim ve muhafaza sirasinda gidalarin

hijyenik 6zelliklerini belirlemek igin kullanilmaktadir (Ugur ve ark, 1996).

Insan ve hayvanlarin sindirim kanalinda dogal olarak bulunan, 35°C’de 48 saat
iginde laktozu fermente ederek gaz olugturan bitiin aerobik, anaerobik, gram negatif,
spor olusturmayan mikroorganizmalar koliform olarak, 44.5°C’de lakiozu fermente
eden gram negatif basiller ise fekal koliform olarak adlandinlmaktadir.  Fekal
koliformlar, E.coli’den ibaret olmasina ragmen Enterobacter ve Klebsiella suslan da
aym 1sida laktoz brothda gaz uretebilmektedir. E.cofi genellikle intestinal kanal ve
diskida bulundugundan iyi bir indikatérdir (Ugur ve ark. 1996).

E.coli tirleri, 1950’lerin sonlarma kadar insan ve hayvanlarin bagirsak
florasinda normal olarak bulunan ve patojenik olmayan mikroorganizma olarak
tamnmustir.  Bununla birlikte bazt serotipler hastalik olusturabilmekte ve FE.coli
potansiyel patojenik organizma olarak dikkate alinabilmektedir. Patojenik FE.coli
serotipleri farkh diyare hastaliklari, meningitis, septisemi, arterosklerosis, hemolitik
uremik sendrom ve immunolojik hastaliklara neden olabilmektedir (Olsvic ve ark,
1991).

Bu serotipler virulens ozellikleri, patojenite mekanizmasi, klinik sendromlar
ve O:H serotiplerine gére baglica,

- Enteropatojenik (EPEC)

- Enterotoksijenik (ETEC)

- Enteroinvaziv (EIEC)

- Enterohemorajik(EHEC)



- Diffuz — Adhering (DAEC)

- Enteroagregativ (EAggEC) olarak 6 ana grup altinda toplanmugtir.

Bu gruplara ilaveten fakultatif enteropatojenik (FEEC), verotoksin olusturanlar
(VTEC), shiga benzeri toksin olugturanlar (Shiga like toksin; SLTEC), diyare
olusturanlar (DEC) gibi gruplarin bagka gruplar ile de tarif edilebilmesi divareye neden
olan E.coli’lerin enfeksiyon veya intoksikasyon etmeni olarak gruplandirilmasi bu
konudaki terminolojivi zorlamaktadir (Halkman ve ark., 2001).

Enteropatojenik E.coli:

Bebeklerde ishallere neden olan spesifik E.coli serotiplerini igermektedir.
Etken, et ve su gib1 gidalara; gida alaninda ¢aligan personel ve kanalizasyon sulan ile
bulagsmaktadir. Bakteri, bagirsak mukozasina yapigarak kolonize olmakta ve bagka bir
invazyon olusturmaksizin mikrovillileri tahrip etmekte ve diyareye neden olmaktadir
(Ugur ve ark., 1996).

Enterotoksijenik E.coli (ETEC):

Turist ishalinin en yaygin sebebi olan ETEC, iyi hijyenik standartlara sahip
tlkelerden sicak iklimli ve dusuk hijyen standartlarma sahip ilkelere giden kisilerde
siklikla gorulmektedir. Baglica rezervuar insan, gida kontaminasyon kaynaklan enfekte
kigiler ve atk sulardir. Etken; peynir, mayonez, hazir gidalar ve suda daha ¢ok
bulunmakta, sindirim yoluyla almdiktan sonra ince barsak mukozasina verlesmekte ve
kolonize olmaktadir. Burada mukozal hiicrelere yapismakta ve 1siva dayanmkl (ST) ve
1stya dayaniksiz (LT) ikt enterotoksin Gretmektedir (Ugur ve ark., 1996).

Enteroinvaziv E.coli (EIEC):

Shigella’lar tarafindan olusturulan dizanteriye benzer bir hastalifa (ates,
kramplar, kan ve mukus i¢eren diyare) neden olan EIEC’ nin baslica rezervuan insandir
ve kontaminasyon kaynaklarim hastabikli kigiler ve kontamine sular olusturmaktadir.
Peynir, patates salatasi ve su etkenin en ¢ok bulundugu gidalar olarak gosterilmektedir.
Kolonlarda epitelyal invazyon ve intraselliler ¢ogalma, mukozamn yangisma ve

ulserlesmesine neden olmaktadir (Ugur ve ark., 1996).



Enterohemorajik E.coli (E.coli O157:H7):

Hemorajik kolit, hemolitik tremik sendrom ve trombotik trombositopenik
purpura gibi hastaliklara neden olan E.coli O157:H7, diger E.coli suglarna goére daha
6hemli bir patojen olarak tannmaktadir. Etkenin baglica rezervuan sifirlar, ozellikle
geng olanlardir. Etken, 6zellikle az pigmis sigir kiymasi ve ¢ig st titkketimi ile insanlara
gegebilmektedir (Doyle, 1991).

Enteroaggregativ E.coli (EAggEC):

Daha ¢ok tropik tulkelerde, ¢ocuklarda divareye neden olan Enteroaggregativ
E.coli, hicre kultirlerinde hiicreler iizerine kimelenme ozelligi gostermektedir.
Aggregasyonun, 60 mDa virulens plasmidi ile iliskili olabilecegi distnilmektedir.
EAggEC’lerin %50’sinde virulens faktor olarak istya direngli enterotoksin  varligi
belirtilmistir (Tunail, 1999).

Difiiz-Adherent E.coli (DAEC):

Cocuklarda, siireklilik gosteren diyareye neden olan etken, hiicreye adhezyon
yolu ile yapigarak diftize olmaktadir. Etkenin yapisinda iki ayn adhezin geni ve intimin
varhigi saptanmustir (Tunail, 1999).

2.1.1. E.coli 0157:H7 nin Biyokimyasal ve Antijenik Ozellikleri
E.coli O157:H7 serotipi, diger E.coli’lerden, 44.5°C ve uzerinde gelisememesi,
sorbitolii fermente edememesi, B~ glukuronidaz enzimine sahip olmamasi, eae genine

sahip olmasi ve enterohemolisin tretimi gibi o6zellikler dolayisiyla ayrilmaktadir
(Halkman ve ark., 2001).

Fekal koliformlarm ve 'tipik E.coli suslarinin belirlenmest i¢in uygulanan rutin
yontemlerde 44-45.5°C’lik inkiibasyon sicakligt kullanlmaktadir. Ancak E.coli
0157:H7 serotipi bu sicakhiklarda ok zayif gelisebilmekte ve ya hi¢ gelisememektedir.
Zayif gelistigi durumlarda da Klasik inkitbasyon siirelerini agan siirelere ihtiyag
duyulmaktadir (Doyle, 1984). '



E.coli suslarmm ¢ofu sorbitolii fermente edebilme yetenegindeyken FE.coli
O157:H7 suslarnt 48 saatlik inktibasyon siiresinde sorbitolii fermente edememektedir.
E.coli’lerde tipik olarak bulunan ve uidA geni tarafindan kodlanan B-glucuronidase
enzim aktivitesine bagh florojenik MUG belirteci, E.coli O157:H7’de bu genin
varliginin  belirtilmis olmasmin yaninda uidA genindeki baz mutasyonlarinin
varhgindan dolayt negatiftir. Ayrnica E.coli O157:H7 serotipinde E.coli tip 1'in
belirlenmesine yonelik temel identifikasyon testlerinden H,S olusturma, Voges-
Proskauer testler1 negatif, laktoz ve glikozdan gaz olusturma, indol, metil red, hareket
ve lisin dekarboksilaz testleri ise pozitiftir (Halkman ve ark, 2001).

Yeni bir tip hemolizin olarak kabul edilen enterohemolizinin, gogu verotoksik
E.coli O157:H7 veya OI157:H- izolati tarafindan turetilebildigi belirlenmigtir. Bu
ozelligin, verotoksin ureten F.coli suslarinda yayginken diger E.coli suslarinda ise

varolmadig belirtilmektedir (Ozbas ve Aytag, 1995).

E.coli suslan arasmda serolojik bir baglanti oldugu ilk kez 1921°de Dodgeon
ve arkadagslan tarafindan belirtilmig, sonra 1937 de Lowel E.coli’nin kapsiil ve somatik
olmak tizere 2 gesit antijeni oldugunu ileri siirmiis, 1943’te ise Kaufmann flagella
antijenini de gostermistir. En son caligmalara gére bugiin 174 O, 56 H ve 80 K antijeni
oldugu saptanmustir. E.coli'nin somatik O antijenleri ile Salmonella, Shigella,
Citrobacter ve Providencia cinsi bakteriler arasinda 6nemli 6l¢iide ¢apraz reaksiyonlar
bulunmaktadir. Hiicre zarinda, kilifinda yada kapsiilde bulunan kapsiiler K antijenleri
termostabil 6zellik gstermektedir. Monofazik olan isiya duyarl H antijenleri ise sadece
hareketli tiirlerde bulunmaktadir. Flagellar H antijenleri birbirleri ve diger bakterilerin H
antijenleri ile capraz reaksiyon vermemektedir. Yapilan antijenik ¢alismalarda E.coli
0157 antiserumu ile E. hermannii ve C. freundii suglarnin aglutinasyon verdikleri
bildiriimektedir (Halkman ve ark., 2001).

2.1.2. E.coli O157:H7’nin Epidemiyolojisi
Somatik O ve flagellar H antijenleri ile adlandirilan E.coli O157:H7, insanlar
i¢in patojen bir etken olarak ilk kez 1982°de birbirini izleyen iki hemorajik kolit salgint
ile fark edilmistir. 1lk salgm 26 vaka ile Oregon’da, ikinci salgin ise 21 vaka ile
6
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Michigan’da gorilmugstir. Etkenin aym fast food restoran zincirindeki yetersiz pigmis
hamburgerlerden, hastalardan ve sigir kiymasindan yapilan dondurulmus hamburger
koftesinden izole edilmesinden kisa bir sire sonra hemolitik Gremik sendromlu
cocuklarin digkt o6rneklerinin Vero (Afrika yesil maymun bobregi) doku kaltur
huicrelerine toksik etki gésteren madde igerdidi belirlenmis ve bu verositotoksinin,
enfeksiyona neden olan E.coli O157:H7 serotipi tarafindan uretildigi tespit edilmigtir.
Bunlar takiben benzer vakalar ABD, Kanada, Ingiltere, Meksika, Cin, Arjantin, Belgika
gibi tlkelerde gériilmustiir (Doyle, 1984, 1991).

E.coli O157:H7’nin baghca rezervuarinin sifirlar oldugu, dogal ve deneysel
olarak enfekte edilen sigirlarn etkeni disik dizeylerde uzun streler diskiyla
atabildikleri ifade edilmektedir. Etkenin, yetersiz pisirilmis hainburger ve ¢ig sut gibi
sigir kaynakli tranlerin tiketimi ile insanlara gectigi ve saglikli sigilarn yaklagik
%1’inin digkilarmdan etkenin izole edildigi belirtiimektedir (Dean-Nystrom ve ark,,
1997).

Sigir karkaslarmin kesim agamalan boyunca cesitli sekillerde deri, kil ve i¢
organlarin ¢ikarilmas: sirasinda kontamine oldugu belirtilmektedir. En énemli 6zelligi
sigir sindirim sisteminde iireyebilmesi olan Enterohemorajik E.coli’nin en korkulan
kontaminantlardan biri oldugu ve diskidan direkt veya indirekt kontaminasyonun
patojenin yayiimasmda onemli bir etken oldugu ifade edilmektedir. Kesim sirasinda
kolaylikla ve saflamca karkas yiizeyine yerlesen bakteri, elde edilen etin hijyen
kalitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ekipman, kontaminasyonda ilk basamaktir ve
eger et kondiisyonu miisait ise sonraki yiizey kolonizasyonlarina sebep olmaktadir. Fekal
icerikle kirlenmis bicak ve kontamine artik sahalari kontaminasyonun yayimasinda
onemli bir etkendir. Buna ilaveten ¢alisanlarm elleri ile de kontaminasyon riski
artabilmektedir (Delazart ve ark., 19938).

Ugincii diinya tilkelerinde turistleri ve ¢ocuklar etkileyen farkh diareye neden

olan E.coli suslarinm ana kaynagim su olugturuyor iken, peynirler Avrupa ve



Amerika’da  Enterotoksijenik ve Enteroinvaziv E.coli salgmlarma kaynak teskil
etmektedir (Olsvic ve ark. 1991).

Bir ¢alismada, 164 sigir etinin %3.7 sinden, 264 domuz eti ve 263 tavuk etinin
%1.5’inden ve 205 kuzu etinin %2.0’sinden EHEC izole edildigi bildirilmistir.
EHEC’n izole edildigi diger gidalar arasinda ise ¢ig domuz eti, ¢ig dana eti, dana
rostosu, tavuk butu, gesitli kuzu etleri, geyik eti ve ¢ig siit bulundugu belirtilmektedir
(Goniil ve Karapnar, 1994).

Kurutulmus fermente sucuk iretiminde de dasik pH ve su aktivitesi
degerlerinde canliligini koruyabilen ve 10-100 bakteri kadar az miktarlan bile hastalik
meydana getirebilen E. coli O157:H7 susunun ciddi sorun olusturdugu belirtilmektedir
(Incze, 1998).

Cosansu ve Ayhan (2000), Tiirkiye’de £.coli O157:H7 nin gidalarda bulunma
sikhg ile ilgili olarak az sayida yapilms ¢aligmalardan Gonal (1997) tarafindan yapilan
bir arastirmada 20 ¢ig siit ve 30 peynir 6rneginde E.coli O157: H7 susunun arandigini ve
sonugta teneke tulum peyniri 6rmeklerinden sadece birinden E.coli 0157 izole
edildigini, Kaymaz ve ark. (1998), tarafindan yapilan bir calismada ise 100’er adet
hamburger ve Inegol koftesi omeginde E.coli O157:H7 serotipine rastlanmadigin,
ancak 2 hamburger ve 5 Inegol koftesi omeginde FE.coli OI57:H serotipinin
belirlendigini ve bu 5 izolatin timiniin verotoksijenik oldugunu belirtmislerdir.

Dondurulmus hamburger ve koftelerde E.coli O157:H7 varhgina yonelik
ilkemizde yapilan bir bagka calismada ise 3’i dondurulmus, 1’i dondurulmammg

hamburger drneklerinden etken izole edilmistir (Cebiroglu, 1998).

Tirkiye’de yapilan bir baska ¢alismada da, 255 sigir kiymast, 101 sucuk ve 50
¢1§ hamburger 6megi E.coli O157:H7 varhg yoniiyle analiz edilmis ve sigir kiymasi,
¢i§ hamburger ve sucuk O6meklerinden birer tanesinden olmak iizere toplam 3 adet
ornekten E.coli 0157 izole edilmistir. Ancak hig¢ birinde H7 serotipi belirlenmemistir
(Noveir ve ark., 2000).



Sigir digkasy, artifn ve mezbaha atiklan gibi organik artiklanin toprak yoluyla
yok edilmesi, E.coli 0157 serotipinin birinci dereceden rezervuarinin sifirlar olmast
nedeniyle ciddi bulagmalara neden olmaktadir. £.coli 0157, toprakta 4 aydan daha fazla
bir siire canli kalabilmekte ve gevresel baskilara oldukga dayamkl bir patojen olarak
nitelendirilmektedir. F.coli O157°den kaynaklanan gida enfeksiyonlarinin g¢ogunun
kontamine et ve sit urdnlerinin tiketimi ile iliskisinin yaninda kontamine toprak,
meyve, sebze ve igme suyu titketimi ile iligkili enfeksiyonlarin oldugu bildirilmektedir
(Jones, 1999).

E.coli O157:H7 nin pastorize edilmemis elma suyu ve elma sarab: tiketimi ile
ilgili salginlara yol actigi (Besser ve ark., 1993) ayrica etkenin kaba yonca filizi (Castro-
Rosas ve Escartin, 2000) ve turp filizi (Hara-Kudo ve ark., 1999) gibi bitkilerden de
izole edildigi belirtilmektedir.

2.1.3. E.coli O157:H7 Enfeksiyonlarimda Bulagma Sekilleri

E.coli O157:H7’yi de igeren Shiga-toksin tireten F.coli’lerden kaynaklanan
enfeksiyonlarda bulagma; kontamine gida, kontamine i¢me veya havuz suyu ile,
insandan insana bulagsma ile ve hayvanlara direkt veya indirekt yolla temas ile
olmaktadir (Willshaw ve ark., 2001).

Sut sigirlarmin,  6zellikle geng hayvanlant  barnindiran  sirilerin - E.coli
0157:H7’nmn rezervuart oldugu bildirilmustir (Doyle, 1991). Ergin sigirlar ve siitten
kesilen buzagilar genelde semptom gostermeden digkilaniyla bakterinin gevreye
bulasmasina neden olmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, Sekil 2.1.°de gosterildigi
gibi mahsul yetistirmede giibre olarak sigir diskist kullammu ile, ayrica tarlaya veya su
gereclerine yakin yerlerde sigirlarm bulundurulmasi ile bulasmamn gergeklesebilecegini
belirtmektedir (Gansheroff ve O’Brien, 2000).

Kesim ve isleme sirasinda etin sigir digkist ile temast sonucu bu patojenin gida
zincirine girebildigi, disgki materyalinin, et driinlerinde oldugu kadar siit drinleri igin de
bir patojen kaynagi oldugu belirtilmektedir. Cig veya az pisirilmis sigir orijinli gidalar,

ozellikle hamburgerler ve yetersiz pastorizasyona tabi tutulmus siitler E.coli



O157:H7'nin bulasmasinda ana kaynaklan olusturmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
perakende olarak satisa sunulmus domuz etinde %18, koyun etinde %48, tavuk etinde
%12, hindi etinde %7, balk etinde %10 ve kabuklu deniz uranlerinde ise %5
oranlarinda shiga toksin dreten FE.coli bulunmus, ancak bunlarin ¢ogunun insan
enfeksiyonlarinda arag olarak belirlenmedigi belirtilmigtir. Bu durum Shiga toksin
greten E.coli'min bulagsmasindaki aracilann tam olarak anlasilamadifini, alternatif
tastyicilarm da dikkate alinmasi gerektigini ifade etmektedir. E.coli O157: H7 nin sebep
oldugu cesitli salginlar, kontamine igme suyu, gol veya havuzda su tiketimi ile
meydana gelmistir. E.coli O157:H7, igme ve havuz suyunda Ozellikle dusik
sicakliklarda haftalarca canhligim koruyabilmekte, yiizme havuzlan ile iligkili salgmlar,
yuziiciler tarafindan kontamine suyun yutulmasi ile meydana gelmektedir. Etkenin
enfeksiyon dozunun dagiik olmasindan dolay, ¢ok az miktarlarda bile su yutulmasiyla
hastalik olusturabilecegi belirtilmektedir (Karch ve ark, 1999).

E.coli O157:H7 nin disik enfeksiyon dozundan dolay: insandan insana digki-
agiz bulagmasmin yetersiz hijyen sartlarnda kolaylikla meydana gelebilecegi,
bulagmamin bu seklinin aile iginde ve hastanelerde bu enfeksiyonun yayilimindan
sorumlu tutulabilecegi belirtilmektedir. Ayrica, E.coli Q157:H7’nin sebep oldugu
sporadik enfeksiyonlar ve salginlarda, ciftliklerin gezilmesi sirasinda hayvanla direkt
temasin, bulasmada rol oynadig: ifade edilmektedir (Karch ve ark, 1999).
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Sekil 2.1. E.coli O157: H7 nin sigirdan insanlara bulagmasmi gosteren bir model
(Gansheroff ve O’Brien, 2000).
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2.1.4. E.coli O157:H7 nin Patojenitesi
E.coli O157:H7'nin patojenite mekanizmasi tam olarak aciklanamamakia
birlikte 6nemli virulans faktérleri tammlanmustir (Ozbas ve Aytag, 1995).

E.coli O157:H7 tarafindan uretilen ve doku kiltiiriinde gelistirildiklerinde Vero
ve HeLa hucrelerine sitotoksik etkili olan iki tip verotoksin (VT-1 ve VT-2)
bulunmaktadir. Bu toksinler hemorajik kolit ve hemolitik tiremik sendrom ile iligkili
‘olq_rak kolona ve bobrek glomeruluslaﬁna spesifiktirler. Immunolojik ve yapisal olarak
S. dysenteria’nin olusturdugu shiga toksminden ’ay1rt edilemedigi igin bu toksinler
shiga’ya benzer anlaminda  Shiga -like toksinler (SLT-1=VT-1; SLT-2=VT-2) olarak
da adlandinimaktadir (Buchanan ve Doyle, 1997).

VT-1, bir A alt imitesi (32 kDa) ve bes B (7.7 kDa) alt tinitelerinden ohjsan 70
mDa’luk bir protein yapisinda intraselliiler bir toksindir. B alt uniteleri, okarvotik
hiicrelerin ytizeyindeki reseptorlere baglanarak doku spesifitesini Saglamakta, A alt
tnitesi ise 28S ribozomlant inaktive edenA N-glikosidaz enzimine sahip oldugundan

protein sentezi bloke edilmektedir (Buchanan ve Doyle, 1997).

VT-1 ve VT-2 reseptori olarak tammianan globortriosyl ceramide (GC), msan
bobregi korteksinde ve endotelial hiicre kiiltirlerinde bulunmaktadir. Bu durumda
GC’nin, VT-1 ve VT-2"nin fonksiyonel reseptori olarak tamimlanmast verotoksijenik
E.coli'nin hemolitik tGremik sendromdaki etiyolojik rolii ile uyumlu bulunmaktadir.
Ayrnica, E.coli O157:H7 nin bagirsak hiicrelerine baglanabilme 6zellifi organizmamn
patojenik potansiyelinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilfnektedir (Ozbag ve
Aytag, 1995).

Etkenin, sekum ve kolon yiizeyine ve kript epiteline kolonize olmasi ile
mikrovilliler hasar gormekie ve epitel hiicreler duzensiz sekil almakta veya
dokulmektedir. E.coli O157:H7 serotiplerinin ¢ogunda bulunan 60 mDa plazmidin,
fimbrial adhesin ve barsak hiicresine yapismada gerekli oldugu dustntlmektedir
(Doyle, 1984, 1991).
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Bakterinin yol agh@ enfeksiyonlarda atesin ¢ok az 'veya hi¢ olmamasi
bakterinin invaziv olmadigt, dolagim sistemine girmedigi seklinde agiklanmaktadir. Bu
durumda bakterinin barsak sisteminde gogalip daha sonra Baglrs'akta etkin olan toksinint
salglladlgl dasiniilmektedir (Ozbas ve Aytag, 1995).

E.coli O157:H7'min gdalarda verotoksin olusturup olusturmadigi yada
gidalarda 6nceden olugmus verotoksinin sindirilmesi ile insanlarda hastalik meydana
’gelip gelmedigt bilinmemektedir. Bunun yamnda istya dayanitkh olan bu toksinlerin
vetersiz isitlan gidada aktivitesini korudugu goralmustiir. Bu toksin 70°C’de 60 dakika
1sitma ile onemhb olgide stabil kalmakta, 85°C’de 5 dakikahk isil iglemle tumiyle
inaktive olmaktadir (Halkman ve ark. 2001).

Toksinler E.coli’nin patojen 6zellik gosterebilmesi i¢in yeterli degildir. Patojen
olmayan, toksin iireten izolatlar insanlardan siklikla izole edilmektedir. Enterohemorajik
Escherichia coli’nin tam olarak patojen olabilmesi i¢in diger virulans faktorlerinin
varhg da gereklidir. Oregin, EHEC suslan iginde siklikla bulunan eae kromozomal
geni, tutunma ile iliskili dis membran proteinini kodlamaktadir. Tam olarak
aciklanmamus olmakla beraber, enterohemolizin kodlayan plazmid varhig: EHEC igin
karakteristiktir (Buc;hanan ve Doyle, 1997).

2.1.5. E.coli O157:H7 nin Neden Oldugu Hastahklar

E.coli O157:H7nin yapmis oldugu hastahldar tipik ve oldukca sert gegen
hemorajik kolit (HC), hemolitik tiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik
purpura (TTP) olmak iizere ¢ sekilde goriilmektedir (Doyle, 1991).

E.coli O157:H7’ye badh en belirgin klinik sendrom olan hemorajik kolit (HC),
kontamine gidanm alinmasindan genellikle 1-2 gin sonra hafif, kansiz diyare ile
baslamakta, takiben kramplar ve kisa siireli ates gorilmektedir. Ileri durumlarda kanh
diyare, siddetli kann agnsi ve dehidrasyonla seyretmektedir. Hemorajik kolit- gorilen
hastalarda gastrointestinal semptomlarm goériilmesinden yaklagik bir hafta 'sonra éanhlg
intravaskiler eritrosit harabiyeti, trombositopeni, oligo-aniri (idrar olusumunda

yetersizlik), 6dem ve akut bobrek yetmezligi gibi semptomlarla karakterize hemolitik
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uremik sendrom (HUS) sekillenmektedir. E.coli O157:H7’nin neden oldugu diger bir
hastalik ise genellikle yetigkinlerde gorillen merkezi siqir sisteminin hasan sunucu
nobet, fel¢ler ile karakterize trombotik trombositopenik purp‘ura‘(TTP) dir (Buchanan ve
Doyvle, 1997).

E.coli O157:H7 kaynakh enfeksiyonlarin sikligina neden olarak enfektif dozun
oldukga dusik olmasi gosterilmektedir. Cesitli arastinicilara gore 10-100 hiicre kadar
-dusuk dozlar ile enfeksiyon olusabilecei belirtilmektedir. Bu da halk saghif agismdan
Eniterohemorajik E.coli’nin 6nemini daha da arttirmaktadir (Cebiroglu, 1998; Philips,
1999).

2.1.6. E.coli 0157:H7nin Canhh$ Uzerine Etki Eden Etmenler

Yapilan arastirmalar, E.coli O157:H7 serotipinin aside direngli oldugunu
(Miller ve Kaspar, 1994) ve bu 6zelliginin, midenin kuvvetli asit ortamindan rahathkla
gecmesini sagladigim , benzer sekilde mayonez, fermente et uriinleri, cottage pevniri,
elma sarabi gibi asith gidalarda difer patojenler inhibe olurken bu ortamun, etkenin
gelismesinde avantaj oldugunu géstermektédir (Leyer ve ark,, 1995; Halkman ve ark,
2001). Bu 6zelligin, etkenin hafif asidik ortamlarda bir stire tutulmast sonucunda daha
disuk pH degerlerini tolere etmelerini saglayacak proteinlerin sentezlenmesinden
kaynaklandig ifade ediimektedir (Garren ve ark, 1997).

E.coli 0157:H7’nin asidik ortamda gelismesi ve canli kalmas: tizerine yapilan
bir bagka ¢alismada da degisik sicakhiklarda asetik (pH 5.2), sitrik (pH 4.0), laktik (pH
4.7), malik (pH 4.0), mandelik (pH 5.0) veya tartarik (pH 4.1) asit ile pH'mn
dugurilmesinin etkenin canhlifi ve gelisimi {izerine etkisi degerlendirilmis, elde edilen
sonuglarda etkenin 10°C’de mandelik, sitrik ve malik asit ile diger uygulamalara gore
daha yitksek oranlarda inaktive edildigi gorilmistir. Ayrica E.coli O157: H7 nin asidik
ortamda canliliim 56 gine kadar koruyabildigi (pH > 4.0), fakat canhhigin asit tipinden
ve ortam sicaklifindan etkilendigi belirtilmistir (Conner ve Kotrola, 1995).

Sigir karkas dokusuna tutunan E.coli O157:H7°ve karst orgahik asitlerle
yikamanin (asetik, laktik veya sitrik asit) etkisinin arastinldigs bir ¢aliymada, asit
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konsantrasyonunun, doku tipinin ve bakteriyel sus faktorlerinin yagh veya vyagsiz
dokuda bakteri populasyonunun azaltilmasmda etkili oldugunu tespit edilmigtir. Bu
calismada ayrica organik asitlerin, kirmizi etteki E.coii“ 0157:H7 populasyonunu
azalttifn ancak tamamen inaktive etmedigi belirtilmektedir (Cutter ve Siragusa, 1994).

Cig sigir etinde ilik (20°C) ve sicak (55°C) asetik, sitrik ve laktik asit
spreyleme isleminin E.coli O157:H7’nin canlih@ tzerine etkisinin degerlendirildigi
.calismada, etkenin aside tolerans gosterdifi ve asitlerin mikroorganizma iizerinde
(')n'émli bir antimikrobiyal aktivite gosteremedigi ve herhangi bir asit uygulamasindan
pratik kullammda beklenen yararn bulunamadigi ifade edilmigtir (Brackett ve
ark.,1994).

Yapilan ¢alismalarda E.coli O157:H7 nin minimum iireme sicakligimn 8°C
(Rajkowski ve Marmer, 1995), maksimum dreme sicakhifinin ise 44.0-45.0°C oldugu,
etkenin 1siya duyarh 61masma ragrﬁen dondurma islemlerine karsi dayanikli oldugu ve
-20°C ve -80°C’de depolanan donmus sigir kiymasinda 9 ay canliligini koruyabildigi
belirtilmektedir (Doyle, 1984; 1991).

Sigir etlerinde gerceklestirilen termal inaktivasyon ¢alismalan, E.coli O157:H7
serotipinin olagan dist bir sicaklik direncinin olmadig, D degerinin 57.2, 60.0, 62.8,
64.3°C’ler igin sirasiyla 270, 45, 24 ve 9.6 saniye olarak bulundugunu gostermistir. Bu
sonuglar, uygun bir 1sil islemin sigir etlerinde £.coli O157: H7 nin 6ldurtlebilmesi igin
yeterli olabilecegini ortaya koymaktadir. Yapilan diger bir c¢aligmada ise sutlin
pastorizasyonunun  (72°C, 162 sn) mbde 10° Ecoli O157:H7den fazlasim
sldirebilecegi tespit edilmistir (Doyle, 1991).

Arastincilar,  Grin kompozisyonunun  E.coli OI57:H7'nin st ile
inaktivasyonunda etkili oldugunu, su aktivitesinde goriilen azalma sonucu olusan yagh
ortamlarda bakterinin siyla daha zor tahrip oldugunu ifade etmektedirler (Ahmed ve
ark., 1995). Yagh (%30,5) ve yagsiz (%2) sigir kiymasma E.coli O157:H7 inokule
edilerek D degerlerinin tespitine yonelik yapilan bir ¢aliymada, artan yag oram ile
birlikte daha yﬁkéek D degerleri elde edildigi belirtilmektedir (Line ve ark, 1991).
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Kiyma tipi tiriinler daha yﬁksek nem (yaklasik %72) ve daha- dusik yag icerigine
(vaklastk %7-8) sahip oldugundan bunlarda azalan yag dizeyi ve diger iligkili
komponentler (tuz, artan nem gibi) E.coli O157:H7 iizerine simn letalitesini
arttirabilmektedir (Buchanan ve Doyle, 1997).

Fermente kurutulmus sucukta fermentasyon, kurutma ve depolama kogullannn
ve NaCl ve pH ortamumn E.coli O157:H7ye etkisi Uizerine yapilan bir ¢aligmada,
etkenin %6.5 veya daha az NaCl iceren ve pH 4.5-9.0 olan TSB ortaminda iireyebildigi
belirtilmistir. Aym ¢alismada etkenin sucugun fermantasyon, kurutma ve depolaina
kosullarinda gelismedigi ancak starter kiltir kullammma bakilmaksizin canlihigim
korudugu, bu yuzden sucuk hamurunda kullamlan sigir etindeki E.coli O157:H7
miktarinin ¢ok dugiik olmast veya hi¢ olmamas gerektigi vurgulanmustir (Glass ve ark,,
1992).

Sucuk tretiminde farkh nitrit dozlarmin (100, 150, 200 ppm NaNQOy) ve starter
kaltur (Lactobacillus plantarum + Staphylococcus carnosus) kullammnm E.coli
O157:H7nin gelisimi Gzerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada FE.coli O157:H7
sayisinda olgunlasma ve depolama siirecinde azalma goérildiagii ancak, bu azalmada
starter kiltar kullammi ve nitrit miktarmin onemli bir etkisinin bulunmadig
belirtilmistir. Calismada E.coli O157:H7’nin rediksiyonunda kurutmanin Onemlt
oldugu, bu yiizden yeterince olgunlagtirilmamus sucuklarin etkeni icerebilecegi ve insan

sagh@ icin tehlike olusturabilecegi ifade edilmektedir (Oz ve ark., 2002).

Ist soku ve gelisme atmosferinin E.coli O157:H7 serotipi tizerindeki etkisinin
incelendigi bir arastirmada bakterilerin normal gelisme sicakliklarinin birkag derece
tizerindeki sicakliklara maruz birakildiklarinda hiicrelerin yeni bir grup protein
sentezledigi ve daha sonra kendileri igin sldirticii olabilecek sicakliklara kargi daha iyi
diren¢ gosterdigi belirtilmektedir. Caligmada, aerobik ve anaerobik kosullarda ireyen
E.coli O157:H7’ye 1st soku uygulanmasi sonrasinda isil is}emlerde canli kalabilen
ofganizma sayisinin arttifi gosterilmistir. Bu sonug, bakteriye uygulanan 1si stresi veya
151 sokunun bakterinin inhibisyonu igin segilen proses sicakliginda E.coli O157:H7 nin
canli kalabilme yetenegini arttirabilecegini ifade etmektedir (Morano ve Pierson, 1993).
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E.coli O157:H7 nin gelismesinde modifiye atmosferin ve sicakhidin etkisinin
incelendigi bir calismada da denenen c¢esitli gaz kompozisyonlarimin (CO/0,/N,
0/5/95, 0/10/90, 5/10/85, 5/20/75, 10/5/85 ve 10/20/70). hig:lﬁrinin 5, 10 ve 20°C’de
bakteri tzerine inhibitor etki gostermedigi belirtilmistir. Ayrica etkenin, buzdolabi
sicakliginda canli kalabildigi, sebzeler igin tolere edilebilir gaz kompozisyonlannin
etken Uzerinde inhibitér etkisinin olmadifi sonucuna varilmis, etkenin ¢ig ve yan
islenmis sebzelerde bulunarak tiiketiciyi enfekte edebilecegi belirtilmistir (Hao ve
_Brackett, 1993).

Radyasyon uygulamalannmn E.coli O157:H7’nin canlih@1 tizerindeki etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada, E.coli O157:H7, Salmonella, Campylobacter jejuni inokule
edilen ¢ig sigir kiymast O ile 2.52 kGy arasmdaki dozlarda °Co gama irradyasyon
uygulamasma tabi tutulmustur. Radyasyon uygulanan her bir patojenin
inaktivasyonunda sogutma (3°C , 5°C), dondurma (- 17°C, -15°C) ve yag oranlarimin
etkisi degerlendirilmigtir. E.coli O157:H7 i¢in Dy degeri 0,241-0,307 kGy arasinda
degisirken radyasyonun uygulandign sicakligin -17°C ve -15°C olmasi 3°C ve 5°C
olmasina gore istatistiksel agidan ¢nemli olgtide (P< 0.05) daha viksek Djp degeri
saglamistir. Yag oram ve radyasyonun uygulandift sicaklifa bakilmaksizin her iig
patojenin de radyasyona ¢ok duyarli olduklan, 2.5 kGy radyasyon uygulamasmm 10°
miktanindaki E.coli O157:H7’yi inakiive edecegi, bu durumun da kiymalarda
bulunabilecek daha az sayidaki bakteri i¢in timiivle inaktivasyon anlamina geldigi
belirtilmektedir (Clavero ve ark., 1994).

Farkli ortam kosullannda E.coli O157: H7 nin canlih@mi ne kadar siire devam
eftirecegi konusunda da arastirmalar yapilmug, bir calismada toprakta 130 ginde 10%/g
diizeyinden sadece 107’ye azalma oldugu, sigir diskisinda 50 ginden daha fazla sire
icinde halen belirlenebilecek diizeyde kaldigi, buna karsm 10%ml diizeyinde
- inokulasyonlar sonucunda sayiin sigir idrarinda 10 ginde, nehir suyunda 7 giinde
belirlenemeyecek saytya distiga gosterilmigtir. Laboratuar analizleri ile’ E.coli
0157:H7 serotipinin kumlu topraklarda 6liim hizinin ¢ok yiiksek oldugu, 8 haftahik siire
icinde 10° kob/g olan baslangi¢ sayisinin belirlenemeyecek diizeye indigi, buna karsin
killi topraklarda 20 hafta icinde sadece 2 logaritma birimi canhlik azalmasi oldugu
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belirlenmigtir. Siit sigarlarnmin digkisma 10% ve 10° kob/g diizeyinde E.coli O157:H7
astlanip 5, 22 ve 37°C’lerde diskimn depolandigs bir ¢alismada ise E.coli O157:H7 nin
5°C’da 70 giin canliligim korudugu, bu bulgulara gére SIgIr d1§k151n1n sigirlara, gidalara
Vé cevreye E.coli O157:H7 nin yayilmasinda potansiyel bir tasiyici oldugu, dolayistyla
ahirlarda digkinmn iyi bir sekilde kontrol edilmesi gerektigi belirlenmistir (Halkman ve
ark, 2001).

Ayrica yapilan calismalarda cayirlarda bulunan E.coli O157:H7’nin daha
sonralant silo uygulamalan ile silajda 10%g? gibi biyikk miktarlara ulasabilecesi
belirtilmektedir (Fenlon ve ark., 2000).

2.2, Mezbaha Hijyeni ve HACCP Uygulamalan

Saghkli hayvansal iiriinler elde etmenin birinci kogulu, saghkli hammadde
saplanmasidir. Saglikli et ve et trinlerinin temini icin ise 6ncelikle etin en iyi teknik ve
hijyenik kosullara sahip mezbahalarda usuliine uygun olarak kesilmis saghkh kasaplik
hayvanlardan elde edilmis olmas: gereklidir. Genel olarak saglikli hayvanlardan elde
edilen ve hijyenik kosullara uyularak tretilen et ve et tGrinlerinin mikroorganizmalan
icermemesi gerekmektedir (Anar, 2000). Ancak, kesimden sonra canh organizmada
oldugu gibi savunma sistemi olmadigindan kasaphk hayvanm kesimi ile birlikte
herhangi bir kontaminasyon sonunda mikroorganizmalar karkasin dis viizeyinde doku
ve organlara yerlesmekte ve hatta dokulann igine kadar girmektedirler (Ugur ve ark.,
1997).

Kaéaphk héyvanlann kesimi sirasmnda ve sonrasinda mikroorganizmalarn
karkas ve organlara sekonder kontaminasyonuna neden olan g¢esitli kaynaklar
bulunmaktadir. Bunlarm baginda hayvanin kendisinden kaynaklanan kontaminasyonlar
gelmektedir. En 6nemlisi fekal kontaminasyonlar olup, ¢zellikle hayvanin bagirsaklar
kesim sirasinda karkasm fekal kontaminasyonunda 6énemli bir kaynak durumundadlr:
Ince barsak igerigi 107/g-10%/g, kaln barsak icerigi ise 10"/g-10'%/g mikroorganizma
icermekte ve bunlarin 6nemli bir kismum Clostrudium, E.coli, Saimonella, Kliebsiella,

Enterobacter gibi mikroorganizmalar olusturmaktadir (Ugur ve ark., 1997).
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Bagirsaklarn  disinda  diger o6nemli kontaminasyon kaynaklani; fekal
kirlenmenin yogun oldugu hayvan derisi, ayaklan ve kuyrugudur. Kesim sirasinda
organizmalarin deriden karkasa transferinin ve i¢ organlarin glkarllmam sirasinda barsak
igﬁeriéinin bulasmasmin  Onlenmesi esastir. Bunlarin  saglanmasinda  derinin
yuzilmesinde karkasin kontaminasyonunun oOnlenmesi i¢in deneyimli eleman
calistrmak ve mide ve bagirsaklarm ¢ikanlmasindan 6nce yemek borusu ve rektumun
baglanmas: gerekmektedir. Kesim ve igleme suresince kontamine karkas, patojen
_mikroorganizmalarin gida zincirine girisinde 6nemli bir yol olugturmaktadir. Bu yuzden
hayvanlarin temizligi ¢nem arz etmektedir. Mezbahalardaki sifir ve koyunlarm
temizligi, son drinin hijyen kalitesini etkilemektedir. Hayvanlarin kesim zamamnda

1slak veya kirli olmamas: gerekmektedir (Food Safety Authority of Ireland, 1999).

Mezbaha ve et isletmelerinde ¢alisan personel, el ve kollan ile veya agiz ve
burundan ¢ikan sekresyon damlaciklan, kullandiklan alet, gereg ve giysileri ile karkasi
kontamine etmektedirler. Derinin yiiziilmesi, i¢ organlann ¢ikanlmasi, karkasin
parcalanmasi gibi uygulamalarda kullamlan alet ve geregler hijyenik olarak temiz
degilse kesim sirasinda karkas, bigak ve diger gereglerle kontamine olmaktadir (Ugur ve
ark., 1997). Etin kiigiik pargalara ayrilmasi, viizey alamni mikrobiyal kontaminasyonun
artisina uygun halé getirmektedir. Parcalama odalarmmn sicakhigmm 12°C’den yuksek
olmamasi, et mezbahadan hemen g¢ikanimiyorsa sogutulmus etin sicakliginin 7°C’yi
gecmemesi, masa, kesim tahtasi, tasima bandi ve eldivenler gibi temas yiizeylerinin
temizliginin hijyen kurallarina uygun, kullamlan suyun ise igme suyu niteliginde olmasi
gerektigi ifade edilmektedir (Food Safety Authority of Ireland, 1999).

Ette normalde bulunan baslangic mikroorganizma yiikiiniin, kesim sirasinda
teknoloji ve hijyen kurallarna hyulara.k minimum diizeyde tutulmas: arzu edilmekte,
aksi halde bu mikroorganizmalarin ¢ok ¢abuk bir gekilde iireyerek etin kalitesinin
diismesine veya bozulmasina neden oldugu belirtilmektedir. Saghk kurallanna uyglm
olarak kesilmis ve geyrek parcalara ayrlmig karkaslarmn yiizeysel aerob bakteri yiki
10%-10%/cm? civarinda, koliform ve psikotrof mikroorganizmalar ise 10~10?/cm2’yi

gecmemelidir (Ugur ve ark., 1997).
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Biitin bu kontaminasyon riskleri dikkate alindiginda tiketiciye her yonden
kaliteli et sunabilmek igin mezbaha teknolojisinde patojen bakterilerin kesimin hangi
asamasmnda karkasa bulastigi ve kontaminasyonun onlenebilmesi i¢in hangi kontrol
siétemlerinin uygun oldugunun belirlenmesi gerekmektedir. Bunun sonucu olarak,
kesimin ¢esitli asamalaninda meydana gelen mikrobiyolojik kirlenmeyi Onleyebilmek
icin “Kritik Kontrol Noktalarinmn Tehlike Analizi (Hazard Analysis Critical Control
Points-HACCP)” sistemi uygulamaya girmistir (Altug ve ark., 1995).

ilk kez 1960°h yillarda ABD’de uygulamaya konulan ve 1971 yihindan
itibaren gida endiistrisinde gelistirilerek kullamimaya baglanan HACCP sistemi, saghkli
ve givenilir gidalarin Uretimi sirasinda sistematik bir yaklasimla tehlike analizleri
yaparak kritik kontrol noktalarimi belirleyen, izleyen, problem ¢ikmadan onlenmesini
amaglayan koruyucu bir sistemdir. Bu sistemin gida endustrisinde kullanimi, gida
guvenligini garanti etmesi ve aktif bir program olmasi nedeni ile giderek artmaktadir
(Soyer, 2000).

HACCP programu, her bir et isletmesinin trettigi Grtin i¢in kendi sistemlerine

ozgu olarak asagrdaki yedi ilkeye dayanilarak hazirlanmali ve uygulanmalidir;

- Tehlikelérin tanimlanmasi

- Kiitik kontrol noktalarmin tarimlanmasi

- Kitik limitlerin belirlenmesi

- Izleme yontemlerinin belirlenmesi

- Diizeltici iglemlerin belirlenmesi

- Dokimantasyon yéntemleri

- . Dogrulama yontemleri

Et isletmelerme HACCP programinm yerlestirilmesinde yapilan uygulama,
diger gida isletmelerindeki uygulamalara benzemekle beraber bashica farklihik, 6zellikle
kesimhanelerden baslayarak biyolojik tehlikelere agik bir alan . leasmdan
kaynaklanmaktadir. Biiyitk ve kugiik bag hayvanlardan ve kiimes hayvanlarmdan elde
edilen ¢ig etlerde mikrobiyel kaynakli tehlikelerin tamamen ortadan kaldirilabilecegi bir
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uygulama bulunmamaktadir. Amag, et isletmelerindeki mikrobiyolojik tehlikeleri
olabildigince azaltmak olmalidir (Soyer, 2000).

HACCP sisteminde tehlike olusturabilecek noktalar smiflandinlmis ve
teknolojik hatalardan kaynaklanan tehlikeleri kapsayan Kritik Kontrol Noktasi-1
(CCP-1) ve mikrobiyolojik kontaminasyonlarin olabilecegi noktalan kapsayan Kritik
Kontrol . Noktasi-2 (CCP-2) olarak ikiye aynlmustir. Sigir mezbahalannda baslica
CCP-2’ler, tasima ve mezbahada toplanma yerinde bir hayvandan digerine hava, toprak

) ve digki aracihgiyla enfeksiyon etkenlerinin bulagmasi, hayvann derisinden ve
diskisindan kesim ve derinin yizilmesi sirasinda bigak, is¢i elleri, kullamlan alet ve
malzemelerle olabilecek kontaminasyonlar, i¢ organlarin g¢ikanlmasi sirasinda
muhtemel yirtilmalar sonucu karkasin mide-barsak igerigi ile kontaminasyonu, sogutma,
kemiklerin ¢ikariimasi, paketleme gibi agamalarda ¢alisilan ortam, ¢alisanlanin el, elbise
ve kullamilan ekipmanlardan olabilecek ¢apraz kontaminasyonlar, tiikketime sunulmak
uzere kasap dikkanlan ve stipermarketlerde depolanmasi sirasinda olabilecek

kontaminasyon risklerini kapsamaktadir (Altug ve ark., 1995).

2.3. Ornekleme, izolasyon ve Identifikasyon Yontemleri

2.3.1. Karkaslardan E.coli Analizinde Ornekleme Yontemi

Amerika Tarim Bakanhifi Gida Guvenligi ve Muayenesi Servisi (USDA-FSIS-
1996) tarafindan hazirlanan rehberde patojen azaltimi ve HACCP kapsaminda tim

kesim proseslerinin kontroliinde E.coli analizinin gerekli oldugu vurgulanmaktadir.

Omeklerin $ekil 2.3.1.1.°de gorildugi gibi, tesadifi ornekleme metodu ile
segilen yanm karkaslarin karin, gogiis ve but bolgelerinin 100 cm™lik alanindan siirtme
yontemi ile almmas1 onerilerek sigir karkaslarinda E.coli sonucunun negatif olmasi
istenmektedir. S degerinin 100 kob/cm’ oldugu belirtilmekte ve bu degerin
ustiindeki degerlerin kabul. edilmedigi ifade edilmektedir (FSIS-USDA, 1996). Steril
smekleme soliisyonu olarak Butterfield’s phosphat diluent (BPD) veya %0.1 peptonlu
su kullanilabilmektedir (Bacterological Analytical Manual, 1995). - -
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2.3.2. Koliform ve E.coli’nin izolasyon ve identifikasyonu:

Gidalarda koliform bakterilerin sayimlari; en muhtemel sayt (EMS), dokme
plak veya membran filtrasyon teknikleri ile yapilabilmektedir. Yéntem segiminde
incelenen gida Srnefinin niteligi, koliform bakteri yiikii ve laboratuar olanaklan dikkate
almmaktadir.

2.3.2.1. En Muhtemel Say1 Yontemi (EMS):

Aseptik sartlarda alinan 25g Omege, steril blender kabi veya stomacher
torbasinda 225 ml tamponlanmig peptonlu su eklenip karistirilarak uygun seyreltimler
hazirlanmakta ve her seyreltimden icinde LST (Lauryl Sulphate Tryptose) broth
bulunan uger tipe birer ml inokule edildikten sonra 35-37°C’de 24-48 saatlik
inkiibasyon sonucu gaz olusumu goriilen LST tiiplerinden Brillant-Green Lactose Bile
(BGLB) broth igeren tiiplere birer 6ze dolusu ekim yapilmaktadir. 35-37°C’de 24-48
saat mkubasyon sonucu gaz olusumu ile koliform bakterilerin varhigi dogrulanmakta ve
pozitif tiplerin sayisma gore EMS tablosundan birim gidadaki koliform miktan
belirlenmektedir. BGLB besiyerinde koliform varli@i saptanan tiiplerden EC (E.coli)
broth besiyerine 6ze ile ekim yapilarak 45.5°C’da 24 saat inkiibe edilmekte ve gaz
olusumu gosteren tipler pozitif olarak kaydedilip fekal koliform varh@ ve sayisi
saptanmaktadir. Koliform organizmayi tir dizeyinde belirlemek igin gaz olusumu
gorulen EC brothtan L-EMB (Levine’s Eosin Methylene Blue Agar) besiyerine ekim
yapilarak 35°C’de 18-24 saat inkiibasyonun ardindan iireyen 2-3 mm ¢apmda koyu mor
merkezli metalik parlaklik gosteren kolonilerin tiir tayini igin IMVIC (Indol, Metil Red,
Voger-Proskauer ve Citrate) testi uygulanmaktadir (Borcakh ve ark., 1994),

2.3.2.2. Dokme Plak Yontemi

Gida maddesinin homojenize edilerek hazirlanan seyreltimlerin her birinden
steril petri kutularina 1’er ml aktarilip tizerlerine 44-46°C’ye sogutulmus VRB (Violet
Red Bile) agar 10-15 ml olacak sekilde dokiilmekte, 6rmek ve besiyerinin, petrilere
uygulanan salimim hareketleri ile kanigmalan saglanmaktadir. Agann katilagmasinin
ardindan yizeyde koloni olusumunu o6nlemek amaciyla 5 ml VRB agar eklenerek
katilagtiktan sonra ters ¢evrilen petriler 35-37°C’de 24 saat inkiibe edilmektedir.
Koliform bakteriler, ¢aplant 0.5mm veya daha biyiik ve ¢evrelerinde kirmuzi zon
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bulunan tipik koloniler olusturmaktadir. Sayim igin 15-150 afasmda koloni igeren
petriler dikkate alnarak koloni sayisi ile seyreltim faktorii carpilip 1g (ml) omektek
koliform bakteri sayis1 belirlenmektedir (Borcakl ve ark., 1994).

E.colimnin MUG (4-methyl-umbelliferyl-beta-D-glucuronide) aktivitesinden
yararlamlarak MUG katkill besiyerleri de gelistirilmigtir. Bu teknifin prensibi,
dogrudan besiyerine ilave edilen veya selektif katki olarak ilave edilen 4-
’methylumbelliferyl—ﬁ-D-glucuronide (MUG) adh bilesigin E.coli’de yapisal bir enzim
olarak bulunan B-D-glucuronidase enzimi tarafindan 4-methylumbelliferone adh
florojenik bir iiriine doniismesi ve bu urinin de 366nm dalga boylu ultraviyole 151k
altinda floresan isima vermesi esasina dayanmaktadir. E.coli analizlerinde en g¢ok
kullamlan MUG katkili kati besiyeri MUG’lu VRB agardir. Inkiibasyon sonrast bu besi
yerinde olusan tipik koloniler koliform grup, floresan veren koloniler ise E.coli olarak
degerlendirilmektedir. E.coli olarak tespit edilen kolonilerin IMVIC testleri ile
dogrulanmasi gerekmektedir (Cakir, 1999).

2.3.2.3. Membran Filtrasyon Teknigi:

Bu y'o‘ntemde seliloz asetat veya seliiloz esterlerinden yapilmus, 0.45p gézenek
buyiikliginde 6zel membran filtreler kullanilmaktadir. Filtrasyon sistemine yerlestirilen
membran filtreden homojenize edilmis 6megin veya sivi gida O6rmeginin vakum
uygulamasi ile siizillerek 6rnekteki bakterilerin filtre tizerinde tutulmas: saglanmaktadir.
Stizme isleminin ardindan filtre steril bir pens yardimiyla iginde M-endo besiyeri
bulunan petri kutusuna filtre yiizeyi Gstte kalacak sekilde yerlestirilmekte ve 35°C’de
22-24 saat inkﬁbasydnun ardindan gelisen koloniler sayilmaktadir. Hesaplamada filtre
yizeyinde gelisen koloni sayisi ve sizilen 6mek miktarn dikkate alnarak birim

miktardaki bakteri sayisi tespit edilmektedir (Borcakl ve ark., 1994).

2.3.3. E.coli 0157:H7nin izolasyon ve Identifikasyon Yontemleri

E.coli O157:H7 serotipinin ¢esiti gida, klinik ve ¢evre omeklerinde
aranmasmna yonelik olarak kisaca klasik ve gelismis olarak 2 ana grupta toplanabilecek
cesitlt yontemler bulunmaktadir (Halkman ve ark., 2001).
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2.3.3.1. Klasik yontemler:

E.coli O157:H7'nin belirlenmesi igin kullamlan klasik yontemlerin buytk
cogunlugu, selektif zenginlestirme ve kat1 besiyerlerine ek'ifn asamalarimi igeren var/yok
testleri seklindedir. Buna gore materyalde E.coli O157:H7 nin varhigimn gosteriimesi
sirasiyla selektif bir sivi besiyerinde zenginlestirme, selektif ve ayirt edici bir kati
besiyerine ekim, stipheli kolonilerin biyokimyasal ve/veya lateks agglutinasyon testleri
ile E.coli 0157 olarak belirlenmesi ve son olarak izolatm H7 antijeni igerip
icermediginin belirlenmesidir. E.coli O157 oldugu saptanan izolatlarin verotoksin

’ analizlerinin de yapiimas: gerekmektedir (Halkman ve ark., 2001).

Gidalardan E.coli O157:H7 izolasyonunda kullanilan besiyerlerinin baghcalan
Sorbitol MacConkey agar, Hemorajik colitis agar ve cefixime tellurite iceren SMAC
agardir (Bacteriological Analytical Manual, 1995).

Gidalardan E.coli O157:H7 izolasyon metoduna yonelik yapilan ¢caligmalarda
hemorajik kolit olusturan E.coli suslarinin izolasyonunda tryptone besiyerinin
gelistirildigi, bu besiyerine ilaveten sorbitol, indikatér boya, florojenik substrat (4-
metilumbelliferyl-beta-D-glukuronid), NaCl (ireme icin sicaklik Iimitini yukseltir) ve
enterik olmayan 0r§anizmalarm inhibisyonu i¢in safra tuzunun kullamldig: belirtilmistir
(Szabo ve ark, 1986).

E.coli O157:H7 nin et ve sit gibi gidalardan izolasyon ve identifikasyonunda
SMAC (Sorbitol Mac Conkey Agar) ve MUG agar kullanim bildirilmis, ancak E.coli
0157 antiserumu ile aglutinasyon veren FEhermanii’nin varh@indan dolawi

identifikasyonda hatali sonuglarmn elde edildigi belirtilmektedir (Borczyk ve ark., 1987).

Sigir kiymasindan E.coli O157:H7’nin izolasyon metodu ile ilgili yaptiklan
¢ahismalarda novobiocinli modifiye EC broth (20 mg/l novobiocin) kullanimn takiben
SMAC agarda 42°C’de 24 saat inkiibasyon uygulanmus, ayrica SMAC agarda sorbitol
negatif koloniler igin PRS-MUG (phenol red sorbitol agar ve 4 methylumbelliferyl-beta-
D-glucuronide) ve Levine EMB (Eosine Methylene Blue) agar besiyerleri kullamlmugtir.
Sorbitol ve MUG reaksiyonlari negatif ve EMB’de tipik E.coli ozelligi gosteren
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kolonilerin biyokimyasal ve serolojik olarak dogrulamasi yapﬂrms'ar. Bu metodun,
genis tarama cahsmalarinda giivenilir ve kullamm igin yeterince basit oldugu
vurgulanmustir (Okrend ve ark, 1990a). '

Sigir kaymasindan E.coli O157: H7 izolasyonunda BCIG (5-bromo-4-chloro-3-
indoxyl-beta-D-glucuronide) iceren SMAC kullammma yonelik yapilan bir bagka
calismada da SMAC agara 0.1g/1 dizeyinde BCIG ilavesi ile B-glucuronidase pozitif
kolonilerin negatif kolonilerden ayrimmn saglandigt belirtilmigtir. E.coli O157:H7
korionilerinjn sorbitol negatif, B-glucuronidase negatif oldugu ve BCIG ilavesi ile hatal
stpheli kolonilerin miktarmin %36 azaltldi®i vurgulanmaktadir (Okrend ve ark,
1990D).

Sut sigirlarindan E.coli O157°nin izolasyonunda hassas ve segici agarlarm
kullammmna yonelik yapilan bir galisjmada da novobiocinli modifiye TSB (Trypticase
Soy Broth)’de zenginlestirme ve Chromagar O157 kullanuminin sahte pozitif so‘nuglarl
azalttify ifade edilmistir ( Wallance ve Jones, 1996).

E.coli OI57:H7'nin izolasyon prosedirlerinde kullanilan zenginlestirme
kultirlerinin  kargilagtinimasinm  yapildign  bir calismada TSB, modifiye TSB,
novobiocinli modifiye EC, vancomicine, cefixime ve cefsoludin iceren mTSB veya
cefixime, tellurite ve vancomicine igeren TSB zenginlestirme kulturleri kullailmis ve
E.coli O157:H7nin izolasyon proseduriinde en etkili zenginlestirme prosediiriiniin
mTSB veya novobiocinli mEC kullamilarak 42°C’de 18 saat inkﬁbasyon\ oldugu
belirtilmistir (Hara-Kudo ve ark., 1999).

E.coli tip ’in belirlenmesine yonelik tim temel 1dentifikasyon testleri E.coli
0157:H7 serotipi belirlenmesi i¢in de kullanilabilmektedir. Buna gore E.coli O157:H7
serotipinde MUG, H,S olusturma, Voges-Proskauer, sorbitol testleri negatif; laktoz,
glikozdan gaz olusturma, indol, metil red, hareket ve lisin dekarboksilaz testleri ise
pozitiftir (Halkman ve ark., 2001).
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E.coli O157:H7 serotipinin kesin identifikasyonunda sorbitol negatif ve MUG
negatif kolonilerin O157 ve H7 antiserumlan ile agglutinasyonu gerekmektedir.
Agglutinasyonda Escherichia hermanii ve Citrobacter ﬁeuﬁdii bakterileri de 0157
antiserumu ile agglutinasyon verebildiklerinden sahte pozitif identifikasyonlar
gorilebilmektedir (Bacteriological Analytical Manual, 1995).

2.3.3.2.Gelismis Yontemler:
) Klasik yontemler ile bir ok enfeksiyon indirekt olarak teshis edilebilmekte ise
de bunlar bazen yetersiz kalmaktadir. Bu yontemlere son zamanlarda yeni serolojik
metodlar, ozellikle immunoassay, radioimmunoassay (RIA), fluorecent immunoassay
(FIA), enzim immunoassay (EIA), immun peroksidaz testleri gibi yontemler ilave
edilerek bakterilerin teshisinde daha giivenli ve erken sonuglar alinmaktadir. Bunlar
arasmnda latex agglutinasyon, ELISA, kolomi immunoblot analizleri, direkt
immunofloresan filtre ve immun yakalama teknikleri E.coli O157:H7 analizlerinde
kullamlmaktadir. Bu amagla O ve H antijenlerine karsi monoklonal ve poliklonal
antiserumlar gelistirilmigtir. Bu sistemlerde 1 gecelik inkiibasyon sonrasmda 1
kob/g’dan daha az sayida olan E.coli O157:H7 varh@ belirlenebilmektedir (Halkman ve
ark., 2001).

Hidrofobik Grid Membran Filtre-immunoblot teknigi de E.coli O157:H nin
gidalardan analiz edilmesinde kullamlan bir vontemdir. Bu tekmkte = segici
zenginlestirme, zenginlestirme besiyerinin  hidrofobik grid membran filtrelerden
(HGMF) suizilmesi, nitroselliloz kagithi her bir filtrenin selektif agarlarda inkiibe
edilmesi, her bir nitroselliloz filtre igin E.coli O157:H7 kiltar filtratna antiserum
kullamilarak immunoblot hazirlanmasi, immuno pozitif olarak degerlendirilen
kolonilerin filtrelerden segilmesi, izolatlarin Biken test taramasi, vero hiicre toksisite

testlerinin yapilmast basamaklarn izlenmektedir (Doyle ve Schoeni, 1987).

0157 spesifik antikorlan ile kaph manyetik bilyeler kullanilarak yapilan E.coli
0157:H7nin izolasyon c¢aligmasinda etken, kangik kiltirlerden ve sigir kiymasi
omeklerinden geri almmgstir. Bu prosediiriin, inokule edilmis et émeklerinden E.coli
O157:H7'nin geri alinmasinda verimli oldugu belirtilmis, yakalanan E.coli O157:H7
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hiicrelerinin miktarinm %48’ den %100’e kadar ulagtigi ifade edilﬁﬂstir (Okrend ve ark.,
1992).

E.coli 01 57'nin gidalarda Immuno Manyetik Seperasyon (IMS) ile aranmasi
calismasmnda deneysel olarak sigir kiymasina inokule edilen E.coli 0157:H7’nin geri
almm oranlant degerlendirilmis ve en iyi sonucun TSB ve Brillant Green Lactose Bile
broth zenginlestirme kulturi kullamimim takiben IMS ve Hemorajik kolitis (HC) agar ve
cefixime-tellurite Sorbitol Mac Conkey (CT-SMAC) agar uygulamasi ile alimdig

) belirtilmistir. Sonuclar, IMS’nin hassas ve ¢abuk bir yontem oldugunu gostermektedir
(Heckoetter ve ark., 1997):

Diivelerin diski orneklerinde E.coli O157:H7 aranmasinda
immunokonsantrasyon sistem (ICS) kullanimu ile 1lgili yapilan bir ¢alismada da ICS’ nin
disgki 6meklerinden etkenin izolasyonunu biyik oranda gelistirdigi belirtilmistir.
Normal zenginlestirme sonrasinda ornekler, SMAC ve CT-SMAC agara aktanlms, ve
sirastyla %8 ve %56 gerni alim saglanmistir. ICS uygulamasinin ardindan ise orneklerin
geri almm oranlanmin SMAC agardan %92, CT-SMAC agardan ise %100 oldugu
belirtilmistir (Vernozy-Rosand ve ark., 2000).

Gida ve diski orneklerinden verotoksin ireten E.coli’nin izolasyon
prosediiriinde, optimize edilmis zenginlestirme, ELISA veya PCR kullanilarak hassas
VT tarama testi ve Verositotoksik F.coli veya Enterohemorajik E.coli suslarmin spesifik
izolasyon yontemleri kullanilmugtir. Zenginlestirme yoéntemlerinde uygun besiverinin
mTSB oldugu, diski orneklerinde galkalama ve mitomycin C ilavesi ile hassasivetin
arttinlabilecegi belirtilmigtir. Calismada izolasyon oranimn %90°dan fazla oldugu ifade
edilmekte ve bu yontemin IMS ile kombine edilmesi 6nerilmektedir (Timm ve ark.,
1998).

Gidalarda shiga toksin ureten E.coli (STEC)'nin aranmasi ve izolatlarn
karakterizasyonuna yonelik yapilan bagka bir ¢caligmada da ¢ig siit; ¢ig ve az pisnﬁs sigir
kiymasi, sigir sucugu gibi hayvansal kaynakhi gidalardan shiga toksin ireten E.coli’nin
analizi PCR (Polimerase Chain Reaction) kullamlarak yapilmigtir. Cok basamakli bu
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prosedir; iki basamakh zenginlestirme, tarama testi, spesiﬁk STEC izolasyon ve
karakterizasyonunu icermektedir. Calismada STEC izolatlan, genler tarafindan
kodlanan 10 tane virulans fakt6riinin varlig1 (stx;, stxz, eae hlyA, kat P, esp P, etp D,
ast A, colD157 ve ilex) yoniiyle de kontrol edilmistir (Gallien ve ark., 1998).

Yapay veya dogal olarak kontamine edilmis ¢ig peynir, kanath eti, ¢if sucuk
ve sifir kiymast érneklerindenv E.coli O157’nin izolasyonunda IMS’yi takiben CT-
SMAC agar kultiri ile otomatiklestirilmis enzime baglh floresan immun uygulama
(ELFA) metodunun karsilastinldig: bir ¢aligmada ELFA yontemi ile pozitif sonug veren
orneklerin dogrulamasi otomatiklestirilmis immunokonsantrasyon sistemi (ICS) ile
vapumistir. Analiz edilen 496 gida 6meginden 17 omek ELFA yontemi ile pozitif
bulunurken, dogrulama sonrast 9 6rnek pozitif sonu¢ vermistir. IMS telqﬁginin sadece
sorbitol negatif, verotoksin tiretmeyen E.coli 0157 suglarinin dogrulamasm sagladig
ifade edilmigtir (Vernozy-Rozand ve ark., 1998).

E.coli 0157 izolatlanmin verositotoksin tiretme 6zelliklerinin olup olmadiginin
anlasilmasi icin Vero hiicre kiltiiri uygulamalart ve VT, ve VT, genlerinin- DNA
problarmmn  spesifik hibridizasyonu kullanilarak toksin tiplendirme uygulamalan
yapilmaktadir. Ayﬁca DNA hibridizasyonu ile eae 4 geninin varhg: ve jel elektroforesis
yontemi ile de 92 kb plasmid varhig arastinlmaktadir (Chapman ve ark., 1997).

Elde edilen izolatlarin genotip 6zelliklerinin belirlenmesinde ise pulsed field
jel elektroforesis (PFGE) yontemi kullamlmakiadir. 1997 yilinda Isveg’te goriilen
verositotoksik Z.cofi kaynakli enfeksiyonlarda bir sit sigin ciftliginin siipheli
goruldiga ve ciftlikteki sigrlardan ve hasta kigilerden alman digki 6meklerinden
izole edilen etkenin pulsed field jel elektroforesis ile yapilan tiplendirmede aym
1zolat oldugunun gorilduga bildirilmigtir. Caligmada IMS teknigini takiben CT-
SMAC agar kultari, verositotoksin kodlayan genlerin, eae A geninin ve
enterohemorajik E.coli-hemolisin (EHEC-Hly) ve flagellar antijen H7 varhglmn
belirlenmesi i¢in PCR yontemi kullamlmugtir (Jonsson ve ark., 2001). |
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3. ONCEKi CALISMALAR

Perakende olarak satisa sunulan taze et ve tz'wukt'an E.coli O157:H7 nin
izblasyonuna yéhelik yapilan ilk arastirmada 164 sifir etinin 6’sndan (%3.7), 264
domuz etinin 4’Gnden (%1.5), 263 kanath etinin 4’iinden (%1.5) ve 205 koyun eti
omeginin 4’tinden (%2.0) etken izole edilmistir. Bu sonuglara gore, etkenin taze et ve
kanatl trtinlerinde nadir goérulen bir kontaminant olmadigina dikkat ¢ekilmektedir
’ (Doyle ve Schoeni, 1987).

E.coli O157:H7 serotipinin neden oldugu hemolitik tremik sendrom ve
gastroenteritis salgim ile ¢ig sit tiketimiyle iliskili iki sporadik hemolitik Gremik
sendrom gozlenmesi siiresince 1266 saglikli sigirn fekal 6meklerinin ve ayrica 3 ¢ig
hamburger ve 23 ¢i§ siit oreginin incelendigi bir calismada etken, 22 ciftlikteki 16
buzagy/diive ve bir ergin siit sifinndan, ahuirdaki 1 sigirdan, 2 sigir eti drmeginden ve 1
¢ig sit omeginden izole edilirken alinan 6mekler diger shiga like toksin iireten E.coli
(SLTEC) varhig yoniyle de degerlendirilmis ve ergin sifirlarnn %8’inden ve divelerin
%19 undan SLTEC izole edilmistir (Wells ve ark., 1991).

Mayls-Haiiran 1992’de Giiney Yorkshire’da bolge mezbahasindaki sigir
etlerinin tiketimi ile verositotoksin dreten E.coli O157 enfeksiyon vakalan arasmdaki
iligkinin belirlenmesine yonelik bir ¢alisma yapilmistir. Mezbahadaki sigirlardan rektal
swablar, et ornekleri ve karkaslardan yizeysel swablar ile 6mekler toplanmis E.coli
0157 yonuyle analize alinmus, izolatlar toksijenite testine, plazmid icerigine ve faj
tiplendirmesine gore test edilmigtir. Etken, 2103 sigar rektal swab 6meginin 84’ inden
(%4) izole edilmis ve izolatlarin 7871 (%93) verositotoksin pozitif (VT") bulunmustur.
Rektal swab omegi pozitif olan 23 sigir karkasmmin 7°sinden (%37) ve rektal swab
omegi negatif olan 25 sigr karkas 6meginin de 2’sinden (%8) E.coli O157 izole
edilmistir. Bu ¢ahsma signrlann, VT* E.coli O157:H7 nin rezervuan olabilecegini ve
organizmanin proses suresinde sigir eti ve urinlerini kontamine edebilecegini
gostermektedir (Chapman ve ark, 1993). |
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Ulkemizdeki mezbaha ve kombinalardaki hijyenik durumun tespit edilmesine
yonelik yapilan bir ¢aligmada isletmede caligan iggileljin cizmelerinden, ellerinden,
tagima_arabalarndan ve kiyma makinelerinden toplam’ 60 omek pamuk sirtme
yéntemiyle almmig ve toplam bakteri, koliform, anaerob mikroorganizmalar ve kuf-
maya yoninden incelenmigtir. Arastirmalar sonunda s6z konusu isletmede yiksek
oranda mikroorganizma yiikii tespit edilmis ve hijyenik durumun iyi olmadif
belirlenmistir (Cumbul, 1994).

Sigir eti endistrisinde standart mikrobiyolojik ¢mekleme ve test metotlarma
dayali yapilan bir ¢aismada da 3 kesim ve isleme operasyonunda, karkasin gogis, karin
ve but bolgelerinden, yagsiz doku ve tasivici yiizeylerinden 40’ar 6mek almmustir.
Analiz sonucunda 6meklerde E.coli O157:H7 analiz edilmezken karkas, yagsiz doku ve
tastyicr yiizeylerdeki aerobik toplam mikroorganizma sayist ve koliform sayilarmin
sirasiyla 10°-10° ve 10%-10° kob/cm® diizeylerinde oldugu belirtilmistir (Karr ve ark.,
1996).

Sit sigrlarinin diskalarindan E.coli O157’nin izolasyonunda selektif ve farkh
besiyerlerinin kullanimina yonelik yapilan bir ¢aliymada 614 tane E.coli 0157 stipheli
izolatin sadece 4’ﬁﬁﬂn E.coli 0157 olarak identifiye edildigi bildirilmistir (Wallance ve
Jones, 1996).

Buzaglarda deneysel E.coli O157:H7 tagiyicithgina dair yapilan bir calismada
dokuz tane siitten kesilmis 6-8 haftalik buzagiya bes sus kansimi, 10" kob oraminda
enterohemorajik E.coli O157:H7, agiz-mide intiibasyon yoluyla verilmis ve etkenin
sindirim sistemindeki patojenitesi ve atthmmin sirekliligi incelenmigtir. Elde edilen
veriler iigmnda E.coli O157:H7’nin, sitten kesilmis buzafilarda patojen olmadif ve
mukozal yiizeylerde kolonizasyon olugturmadig ancak, rumen ve kolon igeriginde fekal

yayihm kaynagi olarak inatcilik gosterdigi belittilmisﬁr (Brown ve ark., 1997).
Signrlarda E.coli O157:H7 nin diskt ile attluminin strekliliginin saptanmasina
yonelik bir galisma yapilmig ve bu galiymada etkenin rezervuannin sigr oldugunun

daha iyi anlagiimast i¢in aylk digki muayenesi yapilarak 56 sigim  diskisi
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omeklenmistir. 35 sigirdan 1, 12 sigardan 2, 7 sigirdan 3, 1 sigirdan 4 ve 1 sigirdan da 5
pozitif diski ornegi elde edilmistir. 56 sigirm 35’inde (%63) 1 aydan az sire iginde
E.coli 0157:H7 anliminda sureklilik oldugu gézlenmistir (Besser ve ark., 1997).

Yizey swab yontemi ile 750 sigur karkasinda E.coli O157:H7 analizi yapilan
bir ¢alismada etkene karkas ormeklerinin hi¢ birinde rastlanmamstir (Calicchia ve ark.,
1997).

Cesitli ¢iftlik hayvanlarinda E.coli O157’nin varligina yonelik bir aragtirmada
omeklenen 4800 sigirm 752°sinden (%15,7), 1000 koyunun 22’sinden (%2.2), 1000
domuzun 4’tinden (%0.4) etken izole edilmis ancak 1000 kanatlinmn hi¢ birinde etkenin
tespit edilmedigi bildirilmigtir. Rektal digki 6rmekleri alinan sigirlarin 1840°1 (%38.4) et
sigin, 166171 (%34.6) sit siginn ve 12997u (%27) tiri belirtilmemis hayvanlar olup
etken, 1840 et¢i siginn 246’smdan (%13.3) ve 1661 siiteil sigirin 268’inden 1zole
edilmistir. Etkenin aylik prevalansinin sifirflarda %4.8-36.8 ve bahar ve yaz sonunda
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Koyunlardan ve sigirlardan izole edilen tim E.coli
0157 izolatlarimn verositotoksijentk ve insanlarda enfeksiyona neden olan sus

tiplerinden oldugu ifade edilmigtir (Chapman ve ark., 1997).

Bir bagka ¢alismada ise, 13 bolgede 100 ciftlikteki besi sigindan diska
omekleri toplanarak E.coli O157 yoniyle ve izolatlar verotoksin treten genetik kod
yoniiyle de analiz edilmigtir. Alinan 398 omekten 101’inde (%25.4) etkene rastlandigy
ve 100 ciftligin 63’ tGnden etkenin identifiye edildigi belirtilmistir (Dargatz ve ark.,
1997).

Besi sigirlarinda Ecoli OI157nin epidémiyolojisi iizerine yapilan bir
calismada, E.coli 0157 ile ilgili gogu epidemiyolojik ¢aligmalarm siit sifarlarina yonelik
oldugu ancak et sigirlaninda yapilan ormeklemelerin siirh kaldig belirtilmektedir.
Calismada, 13 eyaletten 100 sigirdan fekal 6rekler E.coli 0157 yoniyle bakteriyolojik
olarak kiiltiire edilmis, 11.881 digkt 6rneginin 210’ undan (%1.8) etken izole edilmistir.
Test edilen 100 sigirn 63’iinde 1 veya daha fazla 6rek E.coli 0157 yéniinden pozitif
bulunmustur. Sigirlarm %63’tinden E.coli 0157, %61’inden E.coli O157:H7 izole
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edilmis ve etkenin besi sifirlan iginde de genis orandaki yaygmh@ina dikkat ¢ekilmistir
(Hancock ve ark., 1997).

Yapllan‘bir caligmada ise potansiyel bir insan patojeni olan E.coli O157:H7’yi
de iceren gesitli shiga toksin treten E.coli suslarinin koyunlar tarafindan gegici olarak
diskilanyla atildigr belirtilmis, 16 aylik iki yaz ve iki sonbahar igeren periyotta bir
koyun surist E.coli O157:H7 yonuyle incelenmis ve etkenin sadece yaz aylarinda

diskida pozitif oldugu gézlenmistir (Kudva ve ark., 1997).

Ankara’daki askeri birliklerin ihtiyac: i¢in alinan sigir etlerinin mikrobiyolojik
kaliteler1 tizerine yapilan bir ¢aligmada omeklenen karkaslarin hepsinde koliform
bakteri tespit edildigi ve miktarlarinm 1.2x10°- 1.6x10° kob/g (ortalama 1.2x10* kob/g)
ve E.coli miktannin ise 7.2x10% — 9.6x10* kob/g diizeyinde bulundugu belirtilmigtir.
Fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak 6nem tagtyan bu mikroorganizmalar ile
karkasin bu defece kontamine olmasinin; kesim, tagima ve parcalama islemleri sirasinda
hijven kurallarina yeterince uyulmamasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir
(Nursoy ve Akgiin, 1997).

Idaho, Oregon ve Washington eyaletlerinde ciftlik ve mezbahalardaki
siiriilerden fekal swab dmekleri E.coli 0157 yoniiyle test edilmistir. 19 siiriiden toplam
205 ciftlik oryjinli sigirdan 7 tanesi (%3.4), 15 siit sigin siriisinden toplam 103
mezbaha orijinli ¢rnekten 4 tane (%3.9) pozitif bulunmustur. Hem c¢iftlikten hem de
mezbahadan 6rneklenen 89 sigirdan 2 tanesinde (%2.2) her ikisi de pozitif, 3 tanesi
(%3.3) sadece ciftlikte, 2 tanesi (%2.2) de sadece mezbahada pozitif bulunmustur.
Meradan kesime giden 89 sifirdan 7°si en az bir bolgede pozitif bulunmustur. Bu
caligma sut sifirlarnda E.coli 0157 prevalansmin diger yas ve siniftaki sigirlara oranla
daha yuksek oldugunu 6ne sirmektedir (Rice ve ark. 1997).

Ingiltere’de verositotoksin dreten E.coli O157:H7’nin sigir diskisinda bulunma
ve kesim sonrasinda karkaslara bulagsma boyutunun degerlendinldigi bir ¢ahismada
analiz edilen 4067 doku 6meginin 19°u (%0.47), 6495 fekal 6megin 54 tinde (%0.83)

pozitif bulunmustur. Aym giinlerde belirli mezbahalarda benzer sonuglarin alinmasinin
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¢apraz kontaminasyon varligim isaret ettigi ve enfeksiyon, mevsim veya sura tipi (sut

veya et) arasmda bir baglanti saptanmadif belirtilmektedir (Richards ve ark, 1998).

E.coli O157:H7nin ciftlikten mezbahaya ve et saftig yerleriné gecisindek
olusturdugu riskin degerlendirdigi bir ¢aliymada da ¢iftlikteki patojenlerin kirli deriden
karkasa transferinin 6nlenmesinde HACCP prensiplerinin 6nemi vurgulanmgtir.
Calismada toplanan et o6meklerinin %3.6’sinm E.coli O157:H7 ile kontamine
_bulundufu ve izolatlarm da her iki verotoksini kodlayan genlere sahip oldugu
belirtilmistir (Bolton ve ark., 1999).

Yapilan bir bagka caliymada ise karkastan temizleme, derinin ¢ikarilmasi, i¢
organlarin  ¢ikarilmasi, karkasm ayrilmasi, karkasm yikanmasi ve sofutma
asamalarindan 6mekler toplanmus, toplam bakteri, Pseudomonas, Enterobacteriaceae,
E.coli O157:H7 ve Listeria turleri aragtinlmustir. Karkasin yikanmasimin bakteriyel
kontaminasyonun azaltilmasinda etkisiz oldugu ve ayrica karkasm yikanmasmn E.coli
0157:H7’yi elimine etmedigi tespit edilmistir. Sigir karkaslarmda bulunan E.coli
O157:H7’nin kesim sirasindaki transferinin difer bakterilere nazaran daha genis bir
yayillim gosterdigi belirtilmistir (Doherty ve ark, 1999).

Antibiyotige direngli, toksijenik olmayan E.coli O157:H7 susunun taze sigir
diskisna inokule edilip 30 divenin but bélgesine strilerek 24 saat kurumaya
birakilmas: seklinde uygulanan bir ¢aligmada daha sonra sigirlardan 10 tanesi herhangi
bir islem uygulanmaksizin normal kesim prosesine dahil edilmis, kalan sigirlarin 10
tanesi 1 dakika, diger 10 tanesi ise 3 dakika kesim 6ncesi basinglt su ile yikanmgtir. Her
iki yikama uygulamasinda da deri tizerinde goritir digkt materyali kalmamasma karsin,
sadece 3 dakika yikanan sigirlarin derilerinde kayda deger bir azalma (P< 0.05)
gozlenmistir. Kesim sonrasi karkaslar, bigaklar ve kesim yapan isgilerin elleri E.coli
0157:H7 yoniyle degerlendirilmis ve kesim oncesi 3 dakikalik yikama ile kesim
sirasinda deriden karkasa bulasan E.coli O]57: H7 nin miktaninda istatistiksel olarak bir
azalma olmadipr gorilmistir. Bununla beraber omeklenen dort karkas: bolgesinin

tigiinde etken tespit edilememistir. Bu sonucun da kesim oncesi yikama uygulamasinin

34



kesim oncesi derinin dekontaminasyonunda elverisli bir metot olabilecegini gosterdigi

belirtilmigtir (Byre ve ark., 2000).

Proses siiresince kesim sigirlarinin karkas, deri ve diskisinda E.coli O157
prevelans iligkisinin aragtinldigi bir ¢alismada, dmeklenen 29 grubun %72’sinin en az
bir EHEC-0157 pozitif fekal érnegi ve %38’inin ise pozitif deri 6rneklerini igerdigi ve
EHEC-0157nin diski ve derideki prevalansinin sirasiyla %28 (327 6megin 91°1 pozitif)
ve %11 (355 omegin 38’1 pozitif) bulundugu belirtilmistir. Karkas 6rneklennin proses
béyunca; ic organlan ¢ikanlmasmdan oOnce, i¢ organlarn ¢ikanimasindan sonra
antimikrobiyal uygulama oncesi ve sogutucuya girmis karkaslarda proses sonrasi olmak
tizere 3 noktadan alindig ve 6rneklenen 30 grubun %87 sinin i¢ organlarin ¢ikarilmasi
oncesi en az bir EHEC-0157 pouzitif, %57 sinin i¢ organlarin ¢ikarilmasi sonras1 pozitif,
ve %17’sinin de proses sonrasi 6rneklerde pozitif oldugu bildirilmistir. Fekal ve den
prevalansi, karkas kontaminasyonu ile belirgin bir gekilde (P= 0.001) iligkili bulunmug
ve bu durumun canh sigirda EHEC O157°nin kontroliinde énemli oldugu belirtilmigtir.
. Ayrica galigmada fekal, deri ve karkas prevalansmnmn gegmiste EHEC O157 izolasyon
“metotlarmin yetersizliginden dolay1 proses boyunca tahmin edilenin altinda gikabildigi

ifade edilmis, proses basamaklarinda olas: karkas kontaminasyonu ile olugabilecek gida
kaynakli hastalik ﬁsklerhﬁn azaltilmasimnda HACCP planlarinin kullanilmas: gerekliligi
vurgulanmistir (Elder ve ark. 2000).

Amerika’da yapilan bir ¢alismada da sigirlarda ve karkaslarda E.coli O157:H7
prevalansinin tahmin edilenden daha yiiksek oldugu ve proses oncesi uygulanan iglem
basamaklan ile karkas kontaminasyonu arasinda bir korelasyon olduguna dikkat
cekilmistir. Bu calismada sadece et degil, sifir diski materyali ile temas etmis su
omeklerinin ve diger gidalarin da daha digiik dizeylerde kontamine olduklart tespit
edilmigtir (Gansheroff ve O’brien, 2000).

Karkas parcalama prosesi siresince toplanan artiklann E.coli ile
kontaminasyonunun incelendigi bir ¢alismada geri alinan total aerobik bakteri, koliform
ve E.coli’nin log miktanmn sirasiyla 1, >3 ve >3 bulundugu ve bu miktarlarin karkasin

parcalama initesine girisinde analiz edilen miktarlardan daha fazla oldugu, ayrica bu 3
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tip bakterilerin miktarlarimin birbirini izleyen isleme basamaklarmda artisa meyilli
oldugu belirtiimektedir. Aerob bakterilerin en gok temizlenmis ekipmanlardaki su
birikintilerinden, temizlenme sonrasi ¢elik ag eldivenlerden' ve ekipmanlarda kalan
tbrtulardan; koliformlanin en ¢ok celik ag eldiven ve et orneklerinden; E.coli’nin ise
eldiven ve tortu dmeklerinden geri alindig1 ifade edilmigtir. Bu bulgularm pargalanma
prosesine giren karkasin belli bolgelerde E.coli ile biyik oranda sporadik olarak
kontamine olabilecegi ve ilaveten temizlenmis ekipmandan da uriine kontaminasyonun

* olabilecegini gosterdigi 6ne strilmektedir (Gill ve McGinnis, 2000).

Mezbahalardan alinan diive fekal 6rneklerinde E.coli O157:H7 nin analizinin
yapldign bir ¢aligmada 30 6megin 3’unden (%1) etken izole edilmistir (Vernozy-
Rozand ve ark., 2000).

Kuzey Italya kesimhanelerinde siit ve et sigirlarinda verositotoksin treten
E.coli O157'nin fekal tasiyicih@ ve karkas kontaminasyon oraninin degerlendirildigi
bir ¢alismada, Nisan 1998-Ocak 1999 tarihleri arasinda 7 farkli mezbaha ziyaret
edilerek kesimden hemen sonra rektal swablar, bacak bolgesi ve diyafram
baglantisindan da karkas swablann almmustir. Analiz edilen 100 hayvanin barsak
igeriklerinin 17’sinﬂen ve karkas oreklerinin 12’sinden VTEC 0157 izole edildigi
bildirilmistir. Pozitif bulunan karkas ve diski érneklerinin Haziran ayinda 3 farkh
mezbahaya yapilan 3 ziyarette alindigt ve bu hayvanlarin diskida VTEC O157
tastyicalign yizdesi ile kontamine karkas yiizdesi arasindaki oranlarm sirasiyla 0.33,
0.57, 1.66 oldugu belirtilerek bu sonuglarm da kesim uygulamalarinda karkas
kontaminasyonunun yiiksek olabileéegini dogruladigi vurgulanmustir (Bonardi ve ark,
2001).

Yapilan bir ¢alismada da mezbahada sigir ve koyunlardan alinan rektal
omeklere, 1500 sigir ve 1500 koyun karkaslarina ve kasaplardan elde edilen ¢ig sigir ve
koyun et uriinlerine 1 yil boyunca E.coli Q0157 analiz yapiimigtir. 4800 sifir rektal
dreginin 620’sinden (%12.9), 7200 koyun rektal 6rmeginin 100°tnden (%7.4), 1500
sigir karkasinin 21°inden, 1500 koyun karkasimin 10’undan ve 4983 ¢ig et irindndn de

22’sinden E.coli 0157 izole edilmistir. Calimada, etkenin sifir irinlerine kiyasla
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koyun firinlerinde daha siklikla izole edildigi, et urinlerinde Temmuz-Agustos
aylarinda yapilan mevsimsel E.coli sayimlanmin koyun urinlerinde sifirlara gore daha
yiiksek oldugu ve rektal, karkas ve et oreklerinden E.coli 0157 izolasyonunun buyiik

oranda yaz donemi boyunca gergeklestigi belirtilmistir (Chapman ve ark., 2001).

Kuzey Italya’da dive yetistirme ¢iftliginde yapilan survey calismasinda iki
farkli gruptaki hayvanlardan alinan rektal swablann analizi ile ¢iftlikteki E.coli O157
_yayihmt incelenmis ve birinci gruptaki 30 sited strinin 6’sindan ve ikinci gruptaki
2.5-7.5 aylik geng¢ hayvanlardan alinan 1293 réktal omegin 138’inden (%10.7) etken
izole edilmistir. E.coli OI57’nin ayrica 16 yataklik 6meginin 6’sindan, 2 ¢amur
omeginin 2’sinden ve 5 su 6meginin 1’inden izole edildigi belirtilmigtir (Conedera ve
ark., 2001).

Karkasin pargalanma sirasinda F.coli ile kontaminasyonunun belirlenmesine
yonelik yapilan arastirmada ornekler, siirtme metodu ile pargalanma prosesine giren ilk
500 parcamn dig yizeyinden alnmug ve-koliform ve E.coli saylan belirlenmistir.
Parcalardan izole edilen koliform ve E.coli’nin toplam log degerleri > 6.0 ve 5.5 log
kob/500 parga sek!inde tespit edilmigtir. Ayrica karkaslann parcalanmasi sirasmda aski
ve tagima bandindan da stirtme metodu ile 6rmek almarak E.coli ve koliform yoniinden
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular koliform ve £.cofi’nin ¢ogunun karkas orijinli
olmayip biyik 6lgtide tasima ekipmanlarindan kaynaklandigim gostermistir (Gill ve
ark, 2001).

Tirkiye’de yapilan bir caligmada Ocak 2000 - Agustos 2000 tarihleri arasinda
ozel bir mezbaha 7 kez ziyaret edilerek tesadifi ornekleme metodu ile sigirlarn
vansindan omekler alinmig ve 22 disi ve 53 erkek sigir é‘)rneklennﬁstir. Bakteriyolojik
kiltir icin alman omekler fekal swablar, karkaslar, su ve cevresel 6rnekler(bigaklar,
testereler, eller, giysiler, siralar, yiizeyler) olmak lizere 4 gruba aynlmustir. Alman
sonuglarda fekal swablardan sadece birinde seropozitif O157:H7, bigaklardan alnan
orneklerin sadece birinde ve kiyafetlerden alinan 6rneklerin de sadece birinde E.coli
0157:H7 seropozitif — bulunmustur. Caligmada, karkasm ve  personelin
kontaminasyonunda muhtemel risk olarak gorilen bigaklardan ve ¢alisanlarm
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giysilerinden E.coli O157:H7 izole edilmesinin, mezbahada o6nleyici ¢lgumlerin ve
HACCP uygulamalanimin 6nemini ortaya koydugu belirtilmigtir. E.coli O157:H7 nin
Turkiye’deki mezbahalarda digki, bigcak ve kasaplarin gi&silérinden izolasyonunun,
mnsanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonun ve kontaminasyonun kontrolinde uygun tarama

ve Onlemlerin alinmasi gerekliligini gosterdigi vurgulanmistir (Gin ve ark., 2001).

0157 VTEC  enfeksiyonlarinn  kontrolinde  karkaslarin  fekal
_kontaminasyonu i¢in yapilan sifir tolerans ¢alismasinda mezbahalardaki hijyenik
performans gozlenmis ve karkasin gorsel ve mikrobiyolojik (aerobik toplam bakter,
Enterobacteriaceae sayist ve 0157 VTEC varlig veya yoklugu, sigir karkaslarinda
gorsel temizlik) temizligi belirlenmistir. Gozlemlenen mezbahalarm %352 sinde
karkaslarm deri, kil veya diski ile kontamine oldugu, %45°inde karkasin direkt
(karkastan - karkasa) veya indirekf (ver, duvar, basamak) olarak capraz
kontaminasyonu belirlenmis ve %39’unda temizlik ve hijyende yetersizlik tespit
edilmistir. Gezilen 27 mezbahanin 11’inde sogutulmus karkaslarin %10°dan
fazlasinda, 6 mezbahada ise %50’den fazlasinda gérinur sekilde kontaminasyon
saptannustir. 0157 VTEC susunun izole edilmedigi ¢aligmada, bu bulgulann
mezbaha personeli ve et muayene yonteminin iyi hijyen uygulamalarim

gerektirdigini gosterdigi vurgulanmustir (Heuvelink ve ark., 2001).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmas:

Yapilan c¢alismada Omekler, Nisan-Temmuz 2002 tarihleri arasinda
Canakkale’'nin Ezine, Biga ve Merkez mezbahalarinda yapilan kesimlerde tesadiifi
orekleme metodu ile 25°1 disi, 17°si erkek toplam 42 sigirin kesimden hemen sonra
rektumundan, karkasin parcalanmasmin ardindan but, karin, gégis bolgelerinden ve
hayvanin derisinden alinmugtir. Ilaveten 10 adet koyun karkasinin ise but, karm ve
gogus bolgeleri 6rneklenmistir. Koyun karkaslarimin 6meklenmesi Nisan ayina, sigir
karkaslarmin 6rneklenmesi ise genellikle Mayis ve Temmuz aylarma rastlamistir.
Ayrica bigaklar, isilerin el ve kiyafetleri, balta, sulardan da omekler alinmustir.

Ornekler, steril pamuk swablar kullamilarak yiizeyden siirtme yontemi ile almmustir.

Koliform ve E.coli analizleri igin karkas, deri ve ¢evresel omeklerin 100
cm”lik alanlarmdan alman swablar, %0.1’lik peptonlu su igeren deney tiplerine
aktaniimistir. £.coli O157:H7 analizi i¢in ise, kesimden hemen sonra rektumdan alinan
diski swab omekleri, deriden ve karkastan alinan 6rekler, novobiocin’li modifiye EC
broth iceren deney tiiplerine aktarilarak 4°C’lik ortamda laboratuara ulastinlmmstir.

Alman su 6mekleri, 21t’lik steril sigelere aktarilarak 6 saat iginde analize almmustir.

4.2. Kullanmilan Malzeme ve Ekipmanlar

4.2,1. Besiyerleri

Cefixime-Tellurite iceren Sorbitol Mac Conkey Agar (CT - SMAC) :

E.coli O157:H7nin mikrobiyolojik analizi igin secici ve aymnca besiyeri
asafida formulize edilen, Sorbitol Mac Conkey agar, (SMAC- MERCK 1,09207)
cefixime- tellurite (OXOID- SR 172E) antibiyotik katkist yapilarak kullamlmistir.

CT-SMAC Agar Besiyerinin Hazirlanmas:

25.8 g SMAC besiyeri 500 ml! distile su iginde ¢6zindiralda. Tamamen
¢ozununceye kadar su banyosunda kaynatildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edildi. Sterilizasyon sonunda 45-50°C’ye kadar sogutularak i¢ine 2 mi steril distile su
i¢inde aseptik olarak ¢ozindirilen cefixime — tellurite antibiyotik katkis1 yapihip
kangtinld: ve steril petrilere dokildi. Besiyerinin katilagmasmu takiben yiizeyi
kurutuldu. Kullamima hazir hale getirildi.



kangtirildi ve steril petrilere dokildi. Besiyerinin katilagmasim takiben yiizeyi
kurutuldu. Kullamima hazir hale getirildi.

MUG’Iu Violet Red Bile Agar (VRBA) :

Koliform grubu bakterilerin ve ayrica UV 15181 altinda floresans verme
ozelligindeki E.coli kolonilerinin tespiti igin MUG (4-methylumbelliferyl B-D-
glicuronide) katkili Violet Red Bile agar (VRBA-OXOID-CM 978) kullanild1.

MUG’lu VRBA Besiyerinin Hazirlanmasi:

38.6 g besiyeri 1 litre distile su iginde ¢6zindurildi. Tamamen ¢6ziiniinceye
kadar su banyosunda kaynatildi. 45-50°C’ye kadar sogutularak dokme plak yontemi igin
hazir hale getirildi.

Novobiocin’li medifiye EC Broth:

E.coli O157:H7 analizinde 6rneklerin zenginlestirilmesi amaciyla Novobiocin
igeren modifiye EC broth (MERCK-1.14582) kullanildi. Ornekler 41°Cde 18-24 saat
zenginlestirildi.

Novobiocin’li mEC brotun hazirlanmas:
36.7 g besiyeri, 1 It distile su iginde ¢ozindurildi. Deney ttplerine 10’ar ml
dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Pepton Broth:
Koliform ve E.coli analizleri yapilmak tizere alinan swab 6meklerinin alindig

tasima besiyeri olarak ve ayrica diliisyon islemlerinin yapilmas: amaciyla kullamld.

Pepton broeth’un hazirlanmass:
1 g besiyeri 1 litre distile su iginde ¢6zuldi. Deney tiiplerine 10°ar mi aktarild.
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.

Indol broth:
MUG igeren VRB agarda gelisen E.coli supheli floresan pozitif kolonilerin

dogrulamasiin yapilmasi amaciyla kullamidi. Siipheli koloniler indol besiveri igeren
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tiiplere inokule edilerek 35°C°de 24 saat inkiibe edildi. Uzerine 1 ml Kovacs ayiract

ilave edilerek olusan kirmizi renk pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

4.2.2. Diger malzeme, alet ve ekipmanlar:

Calismada E.coli O157:H7 analizinde CT-SMAC agarda uremis sorbitol
negatif kolonilerin serolojik olarak dogrulanmasi i¢in Singlepath E.coli O157:H7
GLISA (MERCK- 104141.0001) testi kullanildi. CT-SMAC agarda tireyen sorbitol
negatif 10 koloni toplanarak 0.2 ml distile su i¢inde homojenize edildi. Olusan bu
kansimdan kitin tizerindeki yuvarlak bolgeye 3 tam damla olmak tizere damlatildi. 20
dk. sonunda olusan biri kahn, digeri ince iki bant pozitif, bir ince bant ise negatif olarak
kabul edildi.

Calismada kullamlan cam malzeme ve ekipmanlarin baghcalari, 6ze, tip
sporu, beher, mezur, pipet, petri, Drigalski spatiilii, deney tiip(, steril pamuklu swab,
otoklav, etiiv, Bain-Mari, distile su cihazi, hassas terazi, UV lambasi, sogutucu, eldiven

olarak siralanabilir.

4.3. izolasyon ve Identifikasyon:

4.3.1. Koliform ve E.coli Analizi:

Karkaslardan, derilerden, bigaklardan, is¢i el ve kiyafetlerinden, baltalardan 10
ml %0.1 peptonlu su igine alman swab ormeklerinden 107, 10°, 10*... seri seyreltimler
vyapilarak her seyreltimden paralelli olarak steril petrilere 1’er ml aktanldi. Uzerlerine
48°C’ye kadar sogutulmus MUG (4-Methyl-Umbelliferyl-B-D-Glucuronide) igeren
VRB (Violet-Red-Bile) agar 10 mi olacak sekilde dokildi. Omek ve besi ortammin
petrilere uygulanan g¢evirme ve saliim hareketleri ile karigmalan saglandi. Kangimmn
katismast i¢in 5-10 dakika beklendi ardindan yiizeyde koloni olusumunu ¢nlemek ve
katilagmus yiizeyi tamamen kaplamak iizere 5 ml VRB agar eklendi. Agarlar
katilastiktan sonra ters gevrilen petriler 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Ureme
goriilen petrilerden gaplan 0.5 mm veya daha biyiik, koyu ve gevrelerinde kirmizi zon
bulunan tipik koloniler koliform olarak degerlendirildi. Sayim igin 15-150 arasinda
koloni iceren petriler dikkate alinarak koliform bakteri sayist belirlendi. E.coli
kolonilerinin tespiti ise MUG igeren besiyerinde iirediklerinde 366 nm uzun dalga boylu

UV 1sik altinda floresan verme ozelliginden yararlamlarak floresan 6zellik gOsteren
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kolonilerin belirlenmesi ve sayilmasi seklinde yapildi. Floresan veren kolonilere
Kovac’s ayiract damlatilarak indol testi vapilmug ve floresan ve indol pozitif koloniler
E.coli olarak degerlendirilmistir. (Bacteriological Analytical Manual 1995; Cakir,
1999).

Karkas, deni ve gevresel 6rneklerde tespit edilen £.coli ve koliform bakterilerin
cm®de koloni olusturan birim (kob/cm®) olarak miktarlar asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Baumgart, 1993).

¢ . Aritmetik ortalama deger

> c: Butin petri kaplarndaki toplam deger
n, : En dustik seyreltme alam sayisi

n, : Bir ust seyreltmedeki alan sayisi

d : Dilusyonun ters logaritmast

4.3.2.E. coli 0157:H7’nin Izolasyon ve Identifikasyonu:

Rektum, karkas, der, bigak, iscilerin el ve kiyafetlerinden alman swab
ornekleri 10 ml, 20mg/ml novobiocin igeren modifiye Escherichia coli broth (mEC)
besiyerine aktanlarak 41.5+0.5°C’de 18-24 saat inkiibe edildi (Gin ve ark., 2001).

Selektif zenginlestirmenin ardindan her bir tiipten seri seyreltimler yapilarak
her bir seyreltimden 0.1 ml, énceden hazirlamp petrilere dokiilmis 0.05mg/l cefixime
ve 2.5 mg/l tellutite igeren Sorbitol MacConkey Agar (CT-SMAC) besiyerine yayildi
ve 18-24 saat 37+1°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan sorbitol negatif renksiz
koloniler siipheli olarak kabul edildi. Sipheli koloniler Singlepath E.coli O157:H7
dogrulama kitleri kullamlarak E.coli O157:H7 olup olmadigi yoninde kontrol edildi
(Bacteriological Analytical Manual, 1995; Giin ve ark., 2001).

Alman su orneklerindeki koliform , E.coli ve E.coli O157:H7 analizleri
Bacteriological Analytical Manual (1995)’da onerilen analiz yontemlerine gore yapildi.
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4.4.Istatistiksel Analiz:

Bir populasyona veya bir émege ait X ve Y ile gosterilen iki 6zelligi arasindaki
iligkinin derecesi, yonii ve istatistik agidan 6nemli olup olmadif: korelasyon katsayisi
ve korelasyon analizi ile belirlenmektedir. Elde edilen korelasyon katsayisinm (r)

istatistik acidan 6nemli olup olmadig t-testi yapilmaktadir (Giines ve Arikan, 1988).
Cahigmada 6reklenen sigirlarin karkas ve derilerinden alman oreklerde tespit

edilen F.coli sayilarimin arasnda onemli bir iligki olup olmadigimn tespiti igin

istatistiksel analiz yapilms, korelasyon katsayisi ve t-degeri tespit edilmustir.
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5. BULGULAR

Canakkale ilindeki merkez, Ezine ve Biga mezbahalarina yapilan toplam bes
ziyaret sonucu 42 sipir ve 10 koyundan koliform mikroorganizma, E.coli ve E.coli
0157:H7 analizi i¢in 6émekler almmigtir. Koliform mikroorganizma ve E.coli analizi
icin sigirlarin karkas (but, karin ve gogiis bolgelerinden) ve derileri, koyunlarin karkas
(but, karin, gogiis) bolgeleri orneklenmigtir. F.coli O157:H7 aragtirmasi i¢in sigir
karkas (but, kann ve gogis bolgelerinden), deri ve rektumdan ve koyun karkas ve
rektumundan alinan 6rnekler analiz edilmistir. Aynica is¢i elleri, elbiseleri, kullanmlan
bigak, balta ve sulan iceren gevresel 6mekler, koliform, E.coli ve E.coli O157:H7 i¢gin
ayr ayn analiz edilmigtir. Analizler sonucunda elde edilen koliform mikroorganizma ve
E.coli sayilan Cizelge 5.1.,5.2.,5.3., 5.4., 5.5 ve 5.6.”da, saptanan pozitif 6rnek sayilar

ve yiizdeleri ise Cizelge 5.7. ve 5.8."de verilmigtir.

Cizelge 5.1°de gorildugn gibi 6rneklenen sigir karkas ve deri 6rneklerinden
izole edilen koliform mikroorganizma sayilant but bolgesinde ortalama 23.95 kob/cm’,
karn bolgesinde ortalama 18.95 kob/cm?, gogiis bolgesinde ortalama 20.83 kob/em?, ve

deride ortalama 46.18 kob/cm® degerlerinde bulunmustur.

Sigir karkas ve deri orneklerinde tespit edilen E.coli sayilan ise Cizelge 5.2.°de
gosterilmistir. Buna gore E.coli, but bolgesinde ortalama 23.36 kob/cm?®, karin
bolgesinde ortalama 17.56 kob/em’, gogiis bolgesinde ortalama 19.15 kob/cm?, ve
deride ortalama 45.11 kob/cm’ diizeyinde bulunmugtur.

Sigir karkaslan  ve derilerinden alnan oOmeklerde ortalama koliform
mikroorganizma ve E.coli sayisina iliskin grafik, Sekil 5.1.°de verilmistir. Deri ve
karkaslardan izole edilen E.coli sayilari arasindaki korelasyon katsayist (r = 0.72,
n = 42) istatistiki olarak énemli bulunmustur (P = 0.05).

Koyunlardan ahnan 30 adet karkas Orneginden izole edilen koliform
mikroorganizma ve E.coli sayllani ise gizelge 5.3. ve 5.4.°de gosterilmigtir. Koyun
karkaslarmin but bolgesinden ortalama 5.22 kob/cm®, karm bolgesinden ortalama 1.02
kob/em® ve gopis bolgesinden de ortalama 2.07 kob/em® dizeyinde koliform
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mikroorganizma tespit edilmigtir. Koyun karkas orneklerinin ortalama E.coli sayilan ise
sirastyla but bolgesinde 4.7 kob/ecm®, karin bolgesinde 1.02 kob/cm?, gogiis bolgesinde
1.83 kob/cm® diizeyinde bulunmustur. Sekil 5.2.°de gorildigi gibi koyun karkaslarnda
en yogun mikroorganizma yukiinin but bolgesinde oldugu, bunu gogis bolgesinin takip

ettigi belirlenmistir.

Cizelge 5.5. ve 5.6.°da ¢evresel orneklerde tespit edilen kolifom ve E.coli

sayilar verilmistir.

Cizelge 5.7.°de goriildiiga gibi koliform mikroorganizma ve E.coli analizi i¢in
168 sigir karkas ve deri 6rnegi, 30 koyun karkas 6rnegi olmak iizere toplam 198 6rnek
analiz edilmis, bu 6rmeklerin 97 sinden (%48.98) koliform mikroorganizma, 83 tinden
(%41.91) E.coli analiz edilmistir.

Cizelge 5.8.°de goruldugi gibi koliform mikroorganizma ve E.coli yoniyle
incelenmek tizere isci elleri, elbiseleri, kullamlan bigak, balta ve sulardan alman toplam
49 cevresel 6megin 23 tinden (%46.93) koliform mikroorganizma, 14’ iinden (%28.57)

ise E.coli izole edilmigtir.

E.coli O157:H7 analizi i¢in siginn karkas (but, karin ve gogus bolgeleri), deri
ve rektumlarindan, koyunlarn karkas (but, karin ve gogiis bolgeleri) ve rektumlarindan,
ayrica isci el, elbise ve kullamlan bigak, balta ve sulardan aliarak incelenen toplam 299
omekten E.coli Q157:H7 izole edilememistir.
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Cizelge 5.1. Sigir Karkas ve Deri Omeklerinin Koliform Mikroorganizma Sayilar

(kob/cm?)

Hayvan No But Karm GO giis Deri
1 _ — —_— 18.0
2 — — — 6.2
3 — — —_— 0.2
4 0.2 — 15.0 —
5 — —_ 0.4 12.0
6 0.2 — — 32
7 —_ 0.2 — 18.0
8 _ _ — —
9 . _ __ .

10 S —_— —_ 2.0
11 — — — 11.0
12 338 — _— 16.0
13 0.2 — — 0.4
14 — — - 7.0
15 — — — 09
16 — 0.4 0.2 —
17 - _
i8 = — —_— —
19 — A — —
20 2.0 360.0 L 26.0
21 . 13.8 220 30.0
22 — 36.0 28.0 124.0
23 32.5 90.0 2.4 320.0
24 10.0 52.0 — 38.0
25 34.0 32.0 22.0 26.0
26 14.0 38.0 12.0 25.0
27 460.0 14.0 24,0 210.0
28 286.0 56.0 300.0 300.0
29 16.0 174 42.0 260.0
30 28.0 32.0 310.0 340.0
31 16.0 13.6 36.0 16.0
32 70.0 — 41.0 42.0
33 3.0 293 — 34.0
34 — _ _ _
35 —_ —_— — —
36 _ _ _ 0.8
37 — 438 —
38 — —_— —_ -
39 _ —_ — 26.0
40 — — — —
41 —_ — 200 25.0
42 — 6.4 — 2.0
Min. - Max. 0-460.0 0-360.0 0-310.0 0-340.6
Ortalama 23.95 18.95 20.83 46.18
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Cizelge 5.2. Sigir Karkas ve Deri Omeklerinde E.coli Sayilan (kob/cm?)

Hayvan No But Karin Gogiis Deri
1 — — — 18.0
2 — —_ — 2.0
3 — —_— —_ 0.2
4 — — 15.0 —_
5 - — — 12.0
6 —_ — — —_—
7 — _— — 18.0
8 — — —_ —
9 — R — _

10 — —_ — —
11 — —_ — 11.0
12 9.8 — _ 16.0
13 — — — 0.4
14 — — — 7.0
15 — — — 0.4
16 — 0.4 _ —
17 — — -
18 —_— —_— —d —
19 — — —_— .
20 2.0 360.0 — 26.0
21 — 44 22.0 30.0
22 — 36.0 28.0 124.0
23 325 90.0 2.4 320.0
24 10.0 52.0 — 28.0
25 34.0 32.0 22.0 26.0
26 14.0 38.0 12.0 25.0
27 460.0 14.0 24.0 210.0
28 286.0 24.0 230.0 300.0
29 16.0 17.4 42.0 260.0
30 28.0 32.0 310.0 340.0
31 16.0 13.6 36.0 16.0
32 70.0 —_ 410 42.0
33 3.0 12.7 — 34.0
34 —_ o — —
35 — —_ — —
36 — — — 0.8
37 — 48 — _—
38 —_ — — —
39 —_— — — 26.0
40 — — — —
41 —_— —_ 20.0 _
42 — 6.4 —_— 2.0
Min. - Max. 0-460.0 0-360.0 0-310.0 0-340.0
Ortalama 23.36 17.56 19.15 45.11
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Cizelge 5.3. Koyun Karkas Omeklerinin Koliform Mikroorganizma Sayilan (kob/cm®)

Hayvan No But Kann Gogiis
1 3.6 1.1 0.8
2 — — _
3 6.0 2.0 1.3
4 — —_ 04
S5 14.0 —_ 03
6 27.0 50 13.0
7 0.4 —_— 2.5
3 — - —
9 1.2 1.7 2.0
10 — 04 0.4
Min.- Max, 0-27.0 0-5.0 0-13.0
Ortalama 5.22 1.02 2.07

Cizelge 5.4. Koyun Karkas Orneklerinin E. coli sayilar (kob/cm®)

Hayvan No But Kann Gogiis
1 — 1.1 0.8
2 _— r -
3 6.0 2.0 1.3
4 S i 04
5 14.0 — 0.3
6 27.0 5.0 13.0
7 — — 2.5
s . . _
9 — 1.7 —
10 —_ 0.4 —
Min.- Max, 0-27.0 0-5.0 0-13.0
Ortalama 4.7 1.02 1.83
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Cizelge 5.5. Cevresel Orneklerin Koliform Mikroorganizma Sayilari

Ornek El Elbise Bigcak Balta Su
No (kob/cm?) (kob/cm?) (kob/cm?) (kob/cm?®) (kob/ml)
1 —_ _— — 02 _—
2 0.4 — —_ 11.4 -
3 14 — —_— — 34
4 — 1.0 —_— —_ —_
5 — —_— 0.2 —_ —_
6 — 04 1.2 — -
7 0.4 0.5 - — _
8 6.0 —_ 3.0 — —
9 1.1 3.0 —_— — _—
10 — B — — —
i1 —_ 2.4 —_ —_ —
12 6.8 7.1 24.0 —_— —
13 2.0 11.0 —_ —_—
14 2.2 6.3 — —_ —_
15 —_— —_— — — _
16 — — — — -
Min.-Max, 0-6.8 0-7.1 0-24.0 0-11.4 0-34
Cizelge 5.6. Cevresel Orneklerdeki E.coli Sayilan
Ornek El Elbise Bicak Balta Su
No (kob/em®) | (kob/em®) | (kob/em®) | (kob/em®) | (kob/ml)
1 _all A — - —
2 i _ e — —
3 _ _ — _ _
4 _ _— — — -
5 —_— — 0.2 _ —
6 —_— 0.4. — — —
7 0.4 0.5 — — —
8 6.0 — —_ — —
9 1.1 — —_ — —
10 — — — — —
11 — 0.6 — — —
12 6.8 71 24.0 — —
13 — 1.0 11.0 — — ]
14 22 6.3 — — —
15 — — — — —
16 _— — —_ — —
Min.-Max. 0-6.8 0-7.1 0-24.0 — —
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Cizelge 5.7. E.coli ve koliform mikroorganizma yoniivle incelenen koyun ve siir

karkas ve siir deri orneklerinde saptanan pozitif ornek sayilan ve yizdeleri

Ormeklenen Alnan Pozitif Ornek Pozitif Ornek
Bolge Ornek Saysi Oram (%)
Sayisi | Koliform | E.coli | Koliform | E.coli
Sigar but bélgesi 42 16 13 8.08 6.56
Sigir karm bolgesi 42 17 16 8.58 8.08
Sigar ggiis bolgesi 42 15 13 7.57 6.56
rs_ngnr deri bilgesi 42 30 27 15.15 13.63
Koyun but bélgesi 10 6 3 3.03 1.51
Koyun karm bélgesi 10 5 5 2.52 2.52
Koyun gogiis bolgesi 10 8 6 3.03 3.03
TOPLAM 198 97 83 48.98 4191

Cizelge 5.8. £.coli ve koliform mikroorganizma yoniiyle incelenen cevresel 6rneklerde

pozitif ek sayilan ve yizdeleni

Orneklenen Alman Ornek |  Pozitif Ornek Pozitif Ornek
Boilge Saysi Sayist Oram (%)
Koliform| E.coli |Keoliform| E.coli
Isci eli 14 7 5 1428 | 10.20
Isci elbisesi 9 8 6 1632 | 12.24
Bicak 16 5 3 10.20 6.12
Balta 5 2 0 4.08 0
Su 5 1 0 2.04 0
TOPLAM 49 23 14 46,93 28.57
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kob/cm2

karm gogis deri
| mkolifor drnekleme bélgeleri

Sekil 5.1. Sigir karkas ve deri 6meklerinde ortalama koliform mikroorganizma ve E.coli
sayilart

o

=

i

2

=3

2
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Bkoliform | érnekleme bélgeleri

Sekil 5.2. Koyun karkaslarinda ortalama koliform mikroorganizma ve E.coli sayilar
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6. TARTISMA VE SONUC

Beslenme agisindan son derece degerli bir besin maddesi olan et ve trunleri,
saghkl hayvanlardan elde edildikleri ve uygun kosullarda islendikleri taktirde saglik
agisindan herhangi bir risk tasimamaktadir. Ancak yetistirme, kesim ve igleme sirasinda
gerekli oOnlemlerin  ahnmadi®i  durumlarda mikroorganizmalar trinlerde kalite

kayiplarina ve tiketicilerde 6nemli saglik sorunlarina yol agmaktadir (Anar, 2000).

Mikroorganizmalarin ete kontaminasyonu, kasaplik hayvan canh iken veya
hayvanin kesimi sirasinda veya sonrasinda gergeklesmektedir (Ugur ve ark., 1997).
Mezbaha ve et isletmelerinde kesim, ¢aliganlar ve kullamlan alet ve ekipmanlann
hijyenik kalitesinin belirlenmesinde fekal kirliligin gostergesi olarak koliform grubu

mikroorganizmalarin ve 6zellikle £.coli’nin varhig arastirilmaktadir.

Yapilan ¢alismada 42 siginn but, karin ve gogiis bolgelerinden toplam 126
sigir karkas 6megi almarak koliform grubu mikroorganizma ve E.coli yoniyle analiz
edilmis, 48’inde (%24,24) koliform grubu mikroorganizma, 42’°sinde ise (%21,21)
E.coli tespit edilmistir. Bu sonuglar, Nursoy ve Akgin (1997) tarafindan yapilan bir
calismada 30 karkas 6rneginin incelenmesi sonucu bulunan sonuglardan diguktir. S6z
konusu calismada karkaslarm 30’unda (%100) koliform grubu mikroorganizma,
12’sinde (%40) ise E.coli tespit edildigi bildirilmigtir. Bu bakterilerin karkaslarda bu
derece yogun olmasmin, kesim, tastma ve parcalama islemleri esnasinda hijyen
kurallarina yeterince uyulmamasmdan ve personelin egitilmemis olmasindan

kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

Amerikan Gida Givenligi Muayene Servisi'ne gore, karkaslann kann, gogis
ve but bolgelerinin 100 cm®lik alamindan sirime yontemi ile alinan omeklerde
E.coli’nin bulunmamas: istenmekle birlikte dst siur deferinin 100 kob/cm? oldugu
belirtilmektedir (FSIS-USDA, 1996). Cizelge 5.2.°de de goriildiigi gibi pozitif bulunan
orneklerden 5 (%?2,52) tanesinin F.coli mikiarlari, tolere edilebilir smirlann Gzerinde

bulunmugtur.
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Calismada, 6reklenen sigir karkaslarinda koliform mikroorganizma sayilari but
bolgesinde 0-460.0 kob/cm’® arasinda (ortalama 23.95 kob/cmz), karin bolgesinde
0-360.0 kob/cm” arasinda (ortalama 18.95 kob/cm?), gogiis bolgesinde 0-310.0 kob/cm?
arasinda  (ortalama 20.83 kob/cm?®), karkaslardaki ortalama koliform grubu
mikroorganizma savisi ise 21.24 kob/cm? (1.32 log kob/cm?) bulunmustur. Gill ve Jones
(2000) tarafindan yapilan ¢alismada 25 sigir karkas 6rneginde 0.60-2.29 log kob/cm’®
dizeyinde koliform grup mikroorganizma tespit edildigi, Jericho ve ark. (1997)nmin
vaptiklan calismada ise 236 karkas omeginde 0.23-0.72 log kob/cm® dizeyinde
koliform grubu mikroorganizma tespit edildigi bildirilmigtir.

Sigir karkaslarndan elde edilen E.coli sayilan ise but bolgesinde 0-460.0
kob/cm? arasinda (ortalama 23.36 kob/cm?), karin bolgesinde 0-360.0 kob/cm? arasinda
(ortalama 17.56 kob/cm?), gogiis bolgesinde 0-310.0 kob/cm? arasinda (ortalama 19.15
kob/cm?), karkaslardaki ortalama E.coli sayst 20.02 kob/em? (1.30 log kob/cm®) olarak
tespit edilmistir. Gill ve Jones (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, elde edilen E.coli
sayilannin  0.60-2.17 log kob/cm’ diizeyinde oldugu, Jericho ve ark. (1997)'nm
vaptiklan calismada 0.20-0.65 log kob/cm® dizeyinde FEcoli tespit edildigi
bildirilmigtir. Bu ¢aligmada elde edilen koliform grup mikroorganizma ve E.coli
sayilarmin Gill ve Jones tarafindan ifade edilen veriler ile uyumlu, Jericho ve ark.’nmn

verilerinden yiiksek oldugu goralmistir.

Dickson ve Anderson’a (1992) gore, sigirlar mezbahaya ulastiklarinda bagirsak
icerikleri, deri ve vyunlerinden kaynaklanan ¢ok yofun ve ¢esitli mikrofloraya
sahiptirler. Diski materyali, kir ve ¢amur iceren deri yiizeyi, kesim sirasinda derinin
yuzilmesi ile karkasa bulagsmaktadir. Gill ve ark.(1996), derinin ve i¢ organlarin
¢ikarilmast sirasinda karkasin yogun sekilde E.coli ile kontamine oldugunu ve bu yogun
mikroorganizma yitkinin karkasin temizlenmesi ve yikanmasi ile azalmadigini
belirtmislerdir. Bu ¢aligmada analiz edilen 42 deri 6rneginin 30 (%15.15) unda ortalama
46.18 kob/cm® diizeyinde koliform mikroorganizma, 27 (%]13.63)’sinde ise 45.11
kob/cm® diizeyinde E.coli tespit edilmistir. Bu degerler, Sekil 5.1.de de gorildugi gibi
karkasin but, dert ve gogiis bolgelerinde tespit edilen ortalama koliform ve E.coli

degerlerinin yaklagik 1ki katidir. Ayrica deri ve karkastan izole edilen E.coli sayilan
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arasindaki korelasyon katsayisi1 (r = 0.72, n = 42) istatistiki olarak énemli bulunmustur
(P = 0.05). Bu nedenlerle, deride tespit edilen bu yogun mikroorganizma yiikiiniin

karkasm kontaminasyonunda biiyiik oranda etkili oldugu digtinilmustiir.

Koyun karkaslarindan alinan 6meklerden elde edilen koliform mikroorganizma
sayis1 tiim karkasta ortalama 2.77 kob/cm? (0.44 log kob/cm?), E.coli sayisi ise ortalama
2.51 kob/cm® (0.39 log kob/cm?) olarak tespit edilmistir. Bu veriler, Biss ve Hathaway
(1996) tarafindan yapilan gahsmada elde edilen 0.39-2.11 log kob/cm’ diizeyindeki
E.coli degerlerinden diisiktir. Eisel ve ark. (1997) tarafinda yapilan bir ¢calismada
karkas yiizeylerinden alinan orneklerden elde edilen koliform ve E.coli sayilanmin
disik olmasimn sebebinin bakterilerin et yiizeyine geri donigimstiz olarak

tutunmasmdan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir.

Yapilan ¢aligmada koyun karkaslarindaki koliform ve E.coli sayilarmn sigir
karkaslarina oranla olduk¢a dusik oldugu tespit edilmistir. Bu durumun koyun
karkaslarmin 6mekleme zamanmin Nisan ayma, sigir karkaslarmmn  6mekleme
zamamnin ise Temmuz ayma rastlamasindan ve ayrica koyunlarin derilerinin tulum
seklinde ¢ikarilmasindan dolayr koyun karkaslarina kontaminasyonun daha az

olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiigtiir.

Yapilan galigmada isci elleri, elbiseleri, bigaklar, baltalar ve sulardan olusan
toplam 49 ¢evresel 6mek E.coli ve koliform mikroorganizma yoniiyle analiz edilmistir.
Ellerden alman 14 6megin 7°sinden koliform, 5’inden ise E.coli 0-6.8 kob/cm’
diizeyinde izole edilmistir. Is¢i elbiselerinden alman 9 6megin 8’inden koliform,
6’smdan ise E.coli 0-7.1 kob/em’ diizeyinde tespit edilmistir. 16 bigaktan alinan
omeklerin 5’inden kolifom, 3’unden ise E.coli 0-24.0 kob/cm? diizeyinde tespit
edilmigtir. Koliform grup mikroroganizmalarin ve E.coli’nin et isleme ekipmanlaninda
bulunmast yetersiz hijyenin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ugur ve ark.,
1996). Mezbaha ve et isletmelerinde galisan personel, el ve kollan, kullandiklar alet,
gereg ve giysileri ile karkast kontamine etmektedirler. Derinin yiiziilmesi, i¢ organlarn
cikarlmasi, karkasin pargalanmasi gibi uygulamalarda kullanilan alet ve gereglerin
hijyenik olarak temiz olmamasi, kesim sirasinda karkasin, bigak ve difer gereclerle
kontaminasyonuna neden olmaktadir (Ugur ve ark., 1997).
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E.coli O157:H7, hemorajik kolit, hemolitik iremik sendrom ve trombotik
trombositopenik purpura gibi hastaliklara neden olmakta ve diger E.coli suslarna gére
daha 6neml bir patojen olarak taninmaktadir (Doyle, 1991). E.coli O157: H7 nin baglica
rezervuarinin sifirlar oldugu, dogal ve deneysel olarak enfekte edilen siirlarm etkeni
dugik duzeylerde uzun siireler digkiyla atabildikleri ifade edilmektedir. Etkenin, sigir
kaynakli trinlerin tiketimi ile insanlara gectigi ve saghkli sigirlarin yaklagik %1 inin
digkilarindan etkenin izole edildigi belirtilmektedir (Dean-Nystrom ve ark., 1997).
Kesim ve igleme sirasinda etin sigir diskis: ile temasi sonucu bu patojenin gida zincirine
girebildigi, F.coli O157:H7’nin diisiik enfeksiyon dozundan dolay1 insandan insana
digki-agiz bulagmasimin yetersiz hijyen sartlarinda kolaylikla meydana gelebilecegi
ifade edilmektedir. (Karch ve ark, 1999). Sigir sindirim sisteminde ireyebilme
ozelliginde oldugu belirtilen Enterohemorajik F.coli’nin kesim sirasinda kolayhkla ve
saglamca karkas yiizeyine yerlesebildigi ve elde edilen etin hijyen kalitesinde énemli bir
rol oynadigi vurgulanmaktadir. Ayrica, mezbahalarda kullamlan ekipmanlarn,
kontaminasyonda ilk basamak oldu@u ve eger et kondiisyonu miisait ise sonraki ylizey
kolonizasyonlarma sebep oldugu belirtilmektedir. Fekal icerikle kirlenmis bicak ve
kontamine artik sahalanmin kontaminasyonun yayilmasinda énemli bir etken oldugu,
buna ilaveten ¢ahsanlarin elleri ile de kontaminasyon riskinin artabildigi

vurgulanmaktadir. (Delazan ve ark., 1998).

Yapilan ¢aligmada Canakkale ilindeki mezbahalarda, insan saghgi ve gida
giivenligi agisindan olduk¢a Onemli bir bakteri olan E.coli O157:H7'nin varhgmmn
aragtirdmasina yonelik olarak sigir ve koyunlann digks, karkas, derilerinden ve ayrica
mezbahalarda ¢aligan iscilerin elleri, elbiseleri, kesim sirasinda kullamlan bigak, balta
ve karkaslanin yikanmasinda kullamilan sulardan toplanan ornekler, E.coli O157:H7
yonilyle analiz edilmis ancak omeklerin higbirinde etkene rastlanmammstir. Karr ve ark.
(1996) tarafindan yapilan bir galigmada 3 kesim ve igleme operasyonunda, karkasin
gogus, karm ve but bolgelerinden, yagsiz doku ve tasiyict yiizeylerinden 40’ar 6rnek
alinmis ve analiz sonucunda 6meklerde E.coli O157: H7 bulunamamstir. Jericho ve ark.
(1996) tarafindan yapilan galismada da 90 sifir karkas 6megi E.coli O157:H7 yoniyle
analiz edilmis ancak etken izole edilememistir. Calicchia ve ark. (1997) yuzey swab
yontemi ile 750 sifir karkasinda E.coli O157:H7 analizi yapmalarma karsin etkene
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karkas omeklerinin hi¢ birinde rastlamadiklarimi bildirilmislerdir. Bu c¢alismada elde
edilen bulgulann yapilan diger caligmalarla da uyumlu oldugu gorilmiuigtiir.

Alman ¢meklerden etkenin izole edilememesinin, incelenen hayvanlann E.coli
0157:H7’yi tasgmamalanindan, kullamlan 6rmekleme veya izolasyon metodundan dolayi
yogun refakatci flora varligma bagh olarak sahte negatif sonuglardan kaynaklandig
dugimillmustir. Noveir ve ark. (2000) yaptiklan galismada, E.coli Tip 1, Hafhia alvei,
Citrobacter freundii tarafindan olusturulan yogun rekabetci flora ortamunda E.coli
0157:H7 nin izolasyonunun olduk¢a gii¢ oldugunu belirtmiglerdir.

Tirkiye mezbahalarmda yapilan bir ¢alismada tesadiifi 6rekleme metodu ile 75
sipirdan, fekal swab ve karkas ornekleri almnug ayrica bigaklar, testereler, eller,
giysiler, swralar, yiizevler ve sular da Orneklenmigtir. Alnan sonuglarda fekal
swablardan sadece birinde, bigcaklardan alman orneklerin sadece birinde ve
kayafetlerden alinan omeklerin de sadece birinde E.coli O157:H7 bulunmustur. Bu
sonuglarm,  Turkiye'deki  mezbahalarda  enfeksiyonlarin  oOnlenmesinde  ve
kontaminasyonun kontrolinde uygun izleme ve Onleme yontemlerinin gelistirilmesi

gerekliligine dikkat ¢ektigi belirtilmistir (Giin ve ark., 2001).

Yapilan caligmada rektum, karkas, deri ve c¢evresel orneklerde FE.coli
0157:H7nin izole edilememis olmasi Canakkale mezbahalarinda 6meklenen si8ir ve
koyunlardan elde edilen et ve et urunlerinin bu patojen yoniyle givenli oldugunu
gostermektedir. Ancak, ozellikle karkaslardan alman orneklerdeki yogun E.coli ve
koliform mikroorganizma yiikii ve isci elleri, elbiseleri ve bigaklardan F.coli izole
edilmesi, mezbahalarda yapilan kesimlerde hijyenik yonden yetersizlik olduguna isaret
etmekte ve dolayisiyla buradan elde edilen et ve et Grinlerin giivenilirlifi ve insan
sagh@ icin risk olugturmaktadir. Jericho ve ark.(1996), fekal kontaminasyonun direkt
gostergesi olan E.coli sayistun HACCP sistemlerinin olugturulmasinda kullamlan
onemli kriterferden oldugunu belirtmektedir. Kritik Kontrol Noktalari’nda E.coli’nin
kontroliiniin yapilmasinin, diger spesifik patojenlerin kontrolinin yapilmasmm da

sagladig1 ifade edilmistir.
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Bu ¢alismada sonug olarak, kesim oOncesinde, kesim sirasinda ve sonrasinda
deriden, karkasa mikrobiyal kontaminasyonun énlenmesini, ¢alisanlarin, kullamlan alet
ve ekipmanlarin hijyenik diizeylerinin arttinlmasim saglayacak tedbirlerin alinmasinda
iyi uretim uygulamalan (GMP) ve HACCP prensiplerinin benimsenmesi gerekiigi

dusunilmektedir.
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7. OZET

Besin degeri oldukga viiksek olan et ve et iriinlerinin elde edilmesi sirasinda,
kesim ve isleme prosesinde gerekli Onlemlerin  almmadigi  durumlarda
mikroorganizmalar Urinlerde kalite kayiplarina ve tiiketicilerde oOnemli saglik
sorunlarina yol agmaktadir. Mezbaha ve et igletmelerinde kesim, ¢alisanlar ve kullanilan
alet ve ekipmanlarm hijyen kalitesinin belirlenmesinde fekal kirliligin gostergesi olarak
koliform grubu mikroorganizmalarin ve o6zellikle E.coli’nin varh@ arastinlmaktadir.
Son yillarda dinya c¢apinda ciddi salginlar olusturan ve olime kadar varabilen
rahatsiziiklara yol agan Enterohemorrajik FE.coli (E.coli OI157:H7)’nin baghca
rezervuart olarak sifirlar gosterilmekte, etken kesim sirasinda digkidan karkasa
bulagarak sigir kaynakh hayvansal iriinleri kontamine edebilmektedir. Bu nedenlerle bu
calismada, Canakkale ilindeki mezbahalarda karkasi kontamine etme riski tagtyan
¢cesitli noktalardan alinan numunelerde mezbaha hijyeninin gostergesi olarak koliform
mikroorganizma ve FE.coli sayismun yaninda sigir kaynakli dirtinlerin tiketimiyle

insanlar i¢in risk olusturan E.coli O157: H7 nin varhig arastininugtir.

Bu ¢aligmada, Canakkale iline bagh 3 ayn mezbahada (Merkez, Ezine, Biga)
kesilen buyiikbas ve kigiikkbag hayvanlardan tesadiifi olarak secilen toplam 42 sifir ve
10 koyundan kesim sirasinda ve sonrasinda omekler alinmigtir. Calismada koliform
grubu mikroorganizma ve E.coli analizi igin siirlarin karkas (but, karin, gogis) ve deri,
kovunlarin karkas (but, karin, g6giis) bolgelerinden 6mekler alinnustir. E.coli O157:H7
aragtirmasi igin ise sifrlar karkas (but, kann, gogis), deri ve rektum, koyunlar ise
karkas (but, karin, gogiis) ve rektum bolgelerinden 6rneklenmigtir. Ayrica kesim yapilan
mezbahalarda  is¢i elleri, elbiseleri, kullamlan bigak, balta, su gibi ¢evresel
kontaminasyon gostergesi olan noktalardan Omekler almarak koliform grubu

mikroorganizma, E.coli ve E.coli O157: H7 agisindan analizleri yapilmugtir.
Analiz edilen toplam 299 omekten E.coli O157:H7 izole edilemezken,

sigitlardan ve koyunlardan alman toplam 198 karkas ve deri omeginin 97 sinde
(%48.98) koliform grubu mikroorganizma, 83’iinde (%41.91) E.coli tespit edilmistir.
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Sigir  karkas ve deri oOmeklerinden izole edilen koliform grubu
mikroorganizmalarin ortalama sayilart but, karn, gégiis ve deri bolgelerinde sirasiyla
23.95 kob/cm’, 18.95 kob/em?, 20.83 kob/cm?, ve 46.18 kob/cm?® diizeyinde; E. coli’nin
ortalama sayilari ise sirasiyla 23.36 kob/cm? 17.56 kob/cm?, 19.15 kob/em?, 45.11

kob/cm? diizeyinde bulunmugtur.

Sigir karkas omeklerindeki £.coli sayismin 5 (%2.52) 6mekte tolere edilebilir

simir1 asti@ belirlenmistir.

Omeklenen sigirlarn deri ve karkaslarndan izole edilen E.coli sayilar
arasindaki korelasyon katsayisi (r = 0.72, n = 42) istatistiksel agidan o6nemli
bulunmugtur (P = 0.05).

Koyun karkaslarinin but , karm ve gogus bolgelerinden alinan 6rneklerde tespit
edilen koliform grubu mikroorganizma sayilar ortalama olarak sirasiyla 5.22 kob/cm?,
1.02 kob/em?®, 2.07 kob/em? dizeyinde, ortalama F.coli sayilan ise sirasiyla 4.7
kob/cm?, 1.02 kob/cm?, 1.83 kob/cm? diizeyinde bulunmustur.

Ayrica incelen isgt elleri, elbiseleri, kullanilan bigak, balta ve sulardan olusan
toplam 49 ¢evresel omegin 23’inden (%46.93) koliform grubu mikroorganizma,
14’inden (%28.57) ise E.coli izole edilmistir.

Cahiymada, oOzellikle karkaslardan alinan oOrneklerde tespit edilen vogun
koliform grubu mikroorganizma ve E.coli yiiki, is¢i elleri, elbiseleri ve bigaklardan
E.coli izole edilmesi, mezbaha hijyeninde yetersizlik oldufuna isaret etmektedir.
Dolayisiyla buradan elde edilen et ve et Urtnlerinin insan saghg igin risk
olusturabilecegi  dusinilmis, mezbahalarda hijyen duzeylerinin  arttinlmasim
saglayacak tedbirlerin alinmasinda HACCP prensiplerinin benimsenmesi gerektigi

sonucuna varlnustir.
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8. SUMMARY

INVESTIGATIONS OF PRESENCE OF THE COLIFORMS, ESHERICHIA
COLI AND ESCHERICHIA COLI 0157:H7 IN THE SAMPLES AT THE
CRITICAL CONTROL POINTS OF ABATTOIRS IN CANAKKALE

It is well known that microorganisms deteriorate food products and cause
health problems for consumers when necessary precautions are not undertaken during
slaughtering and processing of the meat and meat products which possess high
nutritious value. The presence of coliform group of microorganisms and E.coli were
investigated to monitor fecal contamination and to determine the hygienic quality of
abattoirs, slaughtering units, personnel and instruments and equipments used during the
processes. It has been known that cattle is a primary reservoir of E.coli O157: H7 which
cause worldwide serious outbreaks and even death cases. E.coli O157:H7 can
contaminate the carcasses from feces during the process of slaughtering which then can
be carried to the animal products prepared from these carcasses. Therefore, besides
coliform group of microorganisms and E.coli counts which are considered to be
indicator organisms of abattoirs hygiene, the presence of E.coli O157:H7 was

investigated during the course of this study.

In this study, samples from randomly chosen animals, total of 42 cattles and 10
sheep, were obtained during and after the slaughtering process in 3 different abattoirs
which are Merkez, Ezine and Biga, in Canakkale. To investigate the precense of
coliform group of microorganisms and E.coli, samples were taken from carcass (rump,
flank and brisket) and hides of cattles and sheep. In addition, samples from the critical
points of the environmental contamination such as workers® hands, cloths, knives,
hatchets and waters were collected and the presence of coliform group of

microorganisms, E.coli and E.coli O157: H7 were analysed in the samples.
E.coli O157:H7 was not found in the total 299 samples. However coliform
group of microorganisms in 97 (%48.98), and E.coli in 83 (%41.91) of total 198 carcas

and hide samples were isolated from cattles and sheep.
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The average counts of coliform group of microorganisms for cattle carcasses
and hides were 23.95 cfu/cm?, 18.95 cfu/ecm? 20.83 cfu/cm® and 46.18 cfu/cm’® in the
areas rump, brisket, flank and hide respectively. The average counts for E.coli were
23.36 cfu/cm?, 17.56 cfu/cm?, 19.15 cfu/em? and 45.11 cfu/cm? for the areas mentioned

respectively in the former sentence.

E.coli counts of cattle carcass in 5 (%2.52) samples were determined to exceed
the tolerable limit. There were significant { P = 0.05) correlations between E.coli counts

of cascasses and hides.

The average counts of coliform group of microorganisms for sheep carcasses
were 5.22 cfu/cm?, 1.02 cfu/em?, 2.07 cfu/cn?, in the areas rump, brisket and flank
respectively. The average counts for £.coli were 4.7 cfufem?, 1.02 cf/em?, 1.83 cfu/cm®

in the areas mentioned in the former sentence.

Coliform group of microorganisms in 23 (%46.93) samples and E.coli in 14
(%28.57) samples were isolated from total of 49 samples obtained from working
environment specifically from hands, cloths, knives, hatchets of workers and from water

used in the working area.

In conclusion, the load of coliform group of microorganisms and E.coli in the
samples obtained from cascasses and workers’ hands, cloths and knives, and precense
of E.coli in proved the lack of hygienic conditions. The meat and meat products
obtained from these areas may pose a risk for human health. Therefore, principles of

HACCP needs to be followed to improve the hygienic conditions of the abattoirs.
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